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I. ABREVIACIONES 
ATCC: American Type Culture Collection 
ACHIPIA: Agencia Chilena para la Inocuidad Alimentaria 
BD: Becton Dickinsonand Company 
BHI: Brain Heart Infusion (Caldo) 
EFSA: EuropeanFood Safety Authority 
ETA: Enfermedades transmitidas por los alimentos 
FAO: Food and Agriculture Organization of the United Nations 
GALT: Gut-associated Lymphoid Tissue 
IBV: Avian Infectious Bronchitis Virus 
ISP: Instituto de Salud Pública 
KLH: KeyholeLimpetHemocyanin 
LB: Luria-Bertani (Caldo) 
LPS: Lipopolysaccharide 
MHC: Major Histocompatibility Complex 
MRS: DeMan, Rogosa and Sharpe (Caldo) 
NB: Nutrient Broth (Caldo) 
NDV: Newcastle Disease Virus 
OCDE: Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económicos 
ODEPA: Oficina de Estudios y Políticas Agrarias 
PBS: Phosphate Buffered Saline 
RCM: Reinforced Clostridial Medium (Caldo) 
ROS: Reactive OxygenSpecies 
SAG: Servicio Agrícola y Ganadero 
SCFA: Short-chain Fatty Acid 
SPF: Specific Pathogen-Free 
SPI: Salmonella Pathogenicity Island 
SS: Salmonella-Shigella Agar 
SST3: Sistema de Secreción de Tipo 3 
TLR: Toll-like Receptor 
CFU: Unidad Formadora de Colonias 
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USDA: U.S. Department of Agriculture 
VB: Agar Verde Brillante 
WHO: World Health Organization of the United Nations 
XLD: Xylosa-Lysine-Desoxycholate Agar 
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II. RESUMEN 
La industria avícola ha experimentado importantes alzas en la producción de huevos y carnes 
desde la década de los noventa y, se prevé que esta tendencia se mantenga en los próximos años. 
El desarrollo de la industriasin embargo, se ve constantemente afectadapor diversos organismos 
patógenos que provocan deterioro de losparámetros productivos y sanitarios, entre 
ellosSalmonella entericaserovar Enteritidis. Esta bacteriacoloniza regularmente órganos internos 
de aves jóvenes provocando mortalidad yalta morbilidad, pero también es el agente causal de la 
salmonelosis humana, adquirida principalmente por consumo de carnes y huevos de aves. Las 
medidas utilizadas contra estepatógeno están enfocadas principalmente en programas de 
bioseguridad,vacunas y,en menor medida antibióticos. Dado que estas medidas no han logrado 
detener completamente la aparición de brotes infecciosos, la industria ha comenzado a aplicar 
medidas alternativas que complementen las ya existentes y de esta forma mejorar el rendimiento 
productivo en los planteles. El objetivo de la presente tesis fue desarrollar y evaluar un producto 
probiótico (Probiohen) como medida alternativa contra el patógeno Salmonella 
Enteritidis,medianteunaformula definidade las cepasLactobacillus reuteri, Lactobacillus 
crispatus, Lactobacillus agilis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus 
acidophilus, Lactobacillus casei, Enterococcus faecium y Bacillus subtilis.La eficacia de nuestra 
formulaciónfue evaluada por la presencia de Salmonella Enteritidis en el hígado y el bazo, luego 
de laentregaen forma profiláctica y tratamiento a 80 pollos Leghornrecién nacidos y desafiados 
con el patógeno.Además, para aumentar la viabilidad de las cepas bacterianasdurante periodos de 
almacenamiento, se evaluó la viabilidad y estabilidad antes y después de un proceso de 
liofilización,en el que se utilizaron tres soluciones estabilizadoras(α, β y γ). 
 
Nuestros resultados indican que la solución βentregóuna mayor estabilidad y viabilidad de las 
bacterias. Además,el tratamiento de la infeccióncon Probiohen vivo entregado en forma 
profiláctica y permanenteredujo significativamente (p<0,05) la colonización de S. Enteritidis en 
el hígado y el bazo, mientras que la formulación inactivada mostró una tendencia a reducir la 
infección. Estos resultados muestran que el probiótico Probiohenpuede ser utilizado como 
medida alternativa en la prevencióntemprana de la infección  porSalmonella Enteritidis en los 
planteles de producción avícola.  
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ABSTRACT 
The poultry industry has experienced significant increases in the egg and meat production from 
the nineties, trend that is expected to continue in the coming years. The development of this 
industry however, is continually affected by severalpathogens that cause deterioration of 
productive and health parameters, including pathogens likeSalmonella enterica serovar 
Enteritidis.This bacterium colonizes regularly internal organs of young birds causing mortality 
and high morbidity, but also is the causing agent of the human salmonellosis, which is acquired 
mainly through consumption of poultry meat and eggs.The measures used in the poultry industry 
against this pathogen are mainly focused on biosecurity programs, vaccines and, to a lesser extent 
antibiotics. Since these measures have failed to completely stop the onset of disease outbreaks, 
the industry has begun to implement alternative measures to complement existing programs and 
thus improveproduction yields. The main objectiveof this thesis was to develop a probiotic 
product (Probiohen) as an alternative measure against Salmonella Enteritidis, defined by the 
strains Lactobacillus reuteri, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus agilis, Bifidobacterium 
animalis, Bifidobacterium bifidum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Enterococcus 
faecium and Bacillus subtilis.The effectivenessof our formulationwas evaluated bythe presence 
ofSalmonellaEnteritidisin the liverand spleenafterdelivery, inprophylacticandtreatmentform,to80 
newbornLeghorn chickenschallengedwith the pathogen.Furthermore, to improveshelf life of each 
strain,viability and stabilitywas evaluatedbeforeand aftera lyophilization process, for 
whichthreestabilizingsolutions(α, βandγ) were used. 
 
Our results indicate that β solution gave greater stability and viability of the bacteria. 
Furthermore, the treatment of infection with live Probiohen, delivered prophylactically and 
permanent, significantly decreased (P <0.05) colonization of S. Enteritidis in the liver and spleen, 
whereas inactivated formulation tended to reduce infection. These results showed that the 
probiotic Probiohen could be used as an alternative measure to help prevent early infection of 
SalmonellaEnteritidis in poultry henhouses. 
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III. INTRODUCCIÓN 
 
Análisis sectorial de la industria avícola 
La industria avícola es un importante componente de la industria cárnicamundial, ya que 
involucrala producción de grandes volúmenesde carnes de aves domésticas como el pollo, pavo, 
ganso, pato, avestruz ysusderivados tales como el huevo, garras y órganos gastrointestinales. 
En la última década, la productividad de la industria avícola ha experimentado un crecimiento 
significativo,impulsado por el aumento de demandas por fuentes proteicasde bajo costo y más 
saludables, especialmente en países que presentanaltos niveles de malnutrición en la población, 
pero también en sociedades desarrolladas que están experimentando cambios en sus preferencias 
alimenticias (ODEPA).El fomento de la industria avícola también está caracterizado por las 
ventajas competitivas sobre otros mercados cárnicos, como por ejemplo elcorto periodo de 
recambio animal, alta conversión de cereales, bajo costo de agua, rápida implementación de 
infraestructura, relativamente bajo impacto ambiental, y la gran variedad de formatos y 
presentaciones de productos comerciales. 
 
La producción mundial de carnes de avesha experimentado un aumento acumulado del 18% entre 
los años 2009-2014 según el Departamento Agrícola de Estados Unidos (USDA), llegando 
a107,6 millones de toneladas en el último período, correspondientes al34,5% de la producción 
mundial del mercado cárnico(FAO).El crecimiento de la industriaes liderado por Estados Unidos, 
Brasil y China, abarcando el 50% de la producción mundial(USDA). A nivel global, la USDA y 
la OCDE, proyectan que la producción continuará en alza hasta el año 2022 a una taza del 1,9% 
anual,debidoa las demandas crecientes desde países del Medio Oriente y África,el crecimiento de 
la población e ingreso per cápita en países emergentes, y el aumento de exportadores no 
tradicionales como Argentina, Turquía y Ucrania. 
Para el año 2015, las exportaciones sobrepasaron las10,4 millones de toneladas, y se prevé que el 
aumento de las demandas por parte de México, Irak y Arabia Saudita, más la posible apertura de 
mercados como el de India y Rusia hacia el mercado sudamericano, aumentenlas exportaciones 
hasta un promedio de 10,9 millones de toneladas en los años próximos. A largo plazo, tanto la 
OCDE como la FAO estiman quelas exportaciones aumentarán a 14,2 millones de toneladas, con 
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una tasa de incremento del 2,1% entre el período 2013 – 2022. Del total exportado,53% 
provendrán de países en desarrollo (OCDE). 
 
A nivel regional, Brasil y Argentina son los mayores proveedores de carnes de aveen América del 
Sur, en conjunto abarcan el 81%, seguido por Estados Unidos con un 19%. Desde el año 2005, la 
participación de Argentina ha crecido sin obstáculos,llegando a exportar a la región más de dos 
tercios de la producción destinada a mercados externos. La competitividad de la industria 
Argentina le permitió, en el año 2013, liderar elmercado Latinoamericano por sobre el mayor 
exportador del mundo, Brasil.   
 
En Chile, la industria avícola involucra mayormente la producción de carnes de pollos, pavo, 
gallina y de huevos.En las últimas dos décadas, la producción de aves para consumo humano ha 
experimentado una importante alza,alcanzando 669.054 toneladas en el año 2014, equivalentesal 
46,8% del mercado cárnico (ODEPA). 
 
 
Figura 1. Producción de carnes de ave período 1994-20141. 
 
                                                 
1 Fuente: ODEPA. Actualización del mercado avícola (Abril, 2015) 
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En el período 2007-2012, el consumo interno abarcó el 42,4% de las preferencias, con una tasa de 
crecimiento anual del 2,2%,liderazgo que responde, en parte, a la percepción social de que el 
consumo de esta fuente proteica es más saludable y asequible que las carnes rojas(Davis y 
Stewart, 2002). 
En el año 2012, Chile importó carnes de ave equivalentes a USD 192 millones, principalmente 
desde Brasil, Argentina y Estados Unidos, y se prevé que este volumen aumente a una tasa 
promedio de 28,3%. A nivel de exportaciones, Chile produjo más de 96.085 toneladas en el año 
2013, por un valor de USD 280 millones, siendo México, Estados Unidos, China y Hong Kong 
los mercados más demandantes de carnes de ave y sus subproductos. 
Las proyecciones realizadas por la ODEPA, indican que la producción de carnes seguirá en alza, 
con un enfoque cada vez más creciente en el mercado exterior. 
 
Desafíos en la industria avícola chilena 
Para mantener el liderazgo del mercado cárnico, la industria avícola debe hacer frente adesafíos 
que ponen en riesgo el crecimiento y dinamismo observado por más de una década. Estos 
desafíos se refieren a las fuertes demandas por una mejor calidad nutricional,mayores volúmenes 
de producción,cambios en la percepciónsocial referentes a la salud animal,la sustentabilidadde la 
producción y la inocuidad de los productos.Entre estos desafíos, la seguridad alimentaria en 
términos de presenciay transmisión de agentes infecciosos, es el más relevante para la 
industria,ya que forma parte importante de los agentes que contribuyen globalmente al 
deteriorode la productividad(Gaggia et al., 2010).Además esta situación revisterelevanciapara los 
sistemas de producción intensivaya que, a través de toda la cadena productiva, el ave es expuesta 
al contacto con varios agentes patógenosque perjudicantanto la salud animal como humana. 
Según la FAO, las bacterias patógenas que tienen mayor impacto para la industria, corresponden 
aAvibacterium paragallinarum,Mycoplasma gallisepticum, SalmonellaGallinarum, 
SalmonellaPullorum, Campylobacter jejuni, las Salmonelas no tifoideas Typhimurium y 
Enteritidis, y parásitos del género Eimeria.Dentro de las cuales, sólo la infección producida por 
SalmonellaTyphimurium y Enteritidistiene un efecto transversal, comprometiendotanto a 
laindustria chilena comoel bien estar público. 
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Salmonella enterica serovarEnteritidis 
Salmonella Enteritidis es un patógeno de gran importancia para la salud pública, ya que es el 
agente etiológico de una de las mayores causas de zoonosis en el mundo, la salmonelosis. 
Estimaciones de la WHO, indican que decenas de millones de personas en el mundo contraen 
salmonelosis anualmente, de las cuales cientos de miles mueren2 producto del consumo de 
productos avícolas, principalmente huevos, carne de ave (Omwandho y Kubota, 2010) y 
productos derivados mal cocinados(EFSA, 2004). Las personas infectadas con este patógeno, 
expresan los síntomas entre 12 a 36 horas luego de la ingesta, con cuadros de diarrea, vómitos, 
dolor abdominal y fiebre, que se extienden entre 2 a 7 días (Plym y Wierup, 2006). 
En Chile, el Instituto de Salud Pública (ISP), documentó 11.403 casos de enfermedades 
transmitidas por los alimentos entre los años 2008 y 2011, 66.1% de estos causados por 
Salmonella Enteritidis y 10,6% correspondientes a S. Typhimurium. 
Según Omwandho y Kubota (2010), la alta tasa de enfermedades transmitidas por los 
alimentos,se debe a queSalmonella Enteritidis es ubicuode planteles avícolas, capaz de 
contaminar tanto las instalaciones como el agua y alimento,y transmitirse por múltiples vehículos 
como roedores, plagas, aves silvestres, fecas y humanos. Además, la presenciade este patógeno es 
potenciada por la rápida transmisión desde el foco de infección hacia al resto de la bandada, 
especialmente en planteles que no aplican las medidas sanitarias necesarias (Plym y Wierup, 
2006) y efectúan prácticas estresantes como la pelecha (Omwandho y Kubota, 2010) y el retiro 
del alimento (Park et al., 2013). 
Las bacterias pertenecientes al género Salmonella, son bacilos Gram negativo, anaerobias 
facultativos y motiles, pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. El género Salmonella está 
compuesto por dos especies: S. enterica, que engloban a más de 2500 serovares, y S. bongori.  
Los serovares de importancia para el sector avícola corresponden aS. Enteritidis y S. 
Typhimurium,ambos pertenecientes a la especie enterica, que tienen relevancia para la industria 
por el estatus de patógenos que causan enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA), y la 
capacidad de generar signos clínicos que afectan la productividad dela industria avícola(Barrow, 
2000). En la salmonelosis aviar, los signos clínicos son similares a los producidos por infecciones 
                                                 
2http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs139/en/ 
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sistémicas pero se manifiestansolo en aves menores a 1 semana de edad (Barrow et al., 1988, 
Desmidt et al., 1997). Aves adultas no muestran signos clínicos, pero la infección puede persistir 
durante semanas en órganos internos y en las deposiciones fecales (Omwandho y Kubota, 2010).  
En el ave, la eliminación de S. Typhimurium ocurre entre la octava y novena semana de edad, sin 
importar la edad en que se originó la infección primaria, mientras que S. Enteritidis puede 
persistir en órganos internos hasta la cuarta semana post infección y 16 semanas en la cloaca de 
gallinas ponedoras (Beal et al., 2004, Desmidt et al., 1997); particularmente en estas aves, la 
susceptibilidad de colonización se incrementa durante la pelecha (Ricke, 2003) y la maduración 
sexual (Johnston et al., 2012), creando un importante reservorio de diseminación horizontal y 
vertical en el gallinero(Gast et al., 2011).Si bien ambos serovares logran infectar efectivamente 
órganos internos, la colonización del tracto reproductivo es particular de S. Enteritidis (Johnston 
et al., 2012), esto le permite migrar al interior del huevo durante su formación, donde crece y 
sobrevive durante el período de incubación(Gantois et al., 2009).  
 
Medidas de control y prevención de Salmonella 
Debido a la importancia de este patógeno para la industria y la salud pública, la aplicación 
demedidas de prevención y control son indispensables para mejorar las condiciones sanitarias de 
la cadena productiva.En Chile, las instituciones que orientan las políticas de inocuidad 
alimentaria y sanidad animal, son la ACHIPIA y el SAG, quienes desde el año 2012realizan 
vigilancias epidemiológicas tanto en planteles avícolas orientados a la exportación como a los de 
producción nacional, conel objetivo de certificar la calidad sanitaria de los planteles yexigirla 
toma de medidas acordesen los casos que existan brotes de infección. 
De acuerdo las indicaciones realizadas por el SAG, lamedida más efectivas para minimizar la 
exposición y diseminación de patógenos, estárelacionada con programas debioseguridadque 
contemplanlasanitación de pabellones e instalaciones, remoción de lotes contaminados, 
producción tipo all-in/all-out y planes de monitoreo microbiológico tanto del ave, como el agua, 
alimento y medio ambiental. Bajo estrictos protocolos de bioseguridad, es posibleprevenir los 
brotes de otros agentes patógenos comoMycoplasma gallisepticum(Evans et al., 
2005),Avibacterium paragallinarum(El-Ghany, 2011)y Campylobacter jejuni (Newell et al., 
2011), e inclusive pueden llevar a la erradicación de patógenos, como loobservado 
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enSalmonellaGallinarum y Pullorum (SAG).Además, la persistencia de patógenos 
comoAvibacterium paragallinarum y parásitos pertenecientes al género Eirmeria,pueden ser 
controlados con eluso de bacterinas y vacunas vivas, respectivamente.  
El control de las Salmonelas no tifoideas,contemplan tanto a la bioseguridad como la entrega de 
la vacuna viva AviPro, esta última deuso obligatorioen aves ponedoras y reproductoras. Además, 
la protección puedeser complementada con la aplicación de medicamentos aprobados3 y de uso 
opcional, como por ejemploa través de las bacterinas Nobilis Salenvac T, Layermune SE, 
Layermune 3 y Poulvac SE, que ayudan aamplificar la reacción inmune contra Salmonella, o la 
aplicación de antibióticos como Fosfomicina y Flavofosfolipol.Laviabilidad de aplicación de 
estas medidas complementarias, está sujeta a la evaluación del costo/beneficio y el contexto en el 
cual se aplica, es decir, según el nivel de bioseguridad implementado en un plantel particular, las 
infecciones prevalentes,el patrón de infección según la localidad geográfica o nivel de riesgo, 
estatus inmune del avey factores propios de las vacunas y del organismo que pueden afectar la 
eficacia de su implementación (Marangon y Busani, 2007), por lo que su aplicación no siempre 
es factible. 
 
Ciclo infectivo de Salmonella 
El desarrollo de medidas alternativas y complementarias para prevenir la infección de Salmonella 
Enteritis,debe estar ligadotanto al conocimiento del ciclo infectivo como a las respuestas 
naturales que el organismo utiliza para eliminar local y sistemáticamente la infección.Salmonella 
Enteritidis es un patógeno que afecta principalmente el epitelio intestinal, por lo que su ciclo 
infectivo inicia con la exposicióna una de las múltiples fuentes de transmisiónoral encontradas en 
los planteles.Una vez en el sistema, Salmonellaatraviesa los órganos que cumplen la función de 
almacenamiento y digestión del alimento, correspondientes al buche, el proventrículo y la molleja 
(Klasing, 1999). En estos órganos seproducen ácidos gástricos y orgánicos letales que 
comprenden la primera barrera para el avance deSalmonella y, en general para cualquier 
patógeno entérico(Foley et al., 2013).Salmonellalogra adaptarse  estas condiciones (Álvarez-
Ordóñez et al., 2011, Álvarez-Ordóñez et al., 2012, Begley et al., 2005).mediante la exposicióna 
                                                 
3http://www2.sag.gob.cl/pecuaria/medicamentos/medicamentos_list.asp 
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condiciones sub letales de acidez y sales biliares, como los encontrados en el sistema 
gastrointestinal de aves jóvenes(Donoghue et al., 2006). 
 
Las bacterias que logran adaptarse y sobrevivir a estas condiciones, se movilizan hacia el lumen 
del intestino y se enfrentan ala mucosa yel mucus, la primera defensa del epitelio intestinal 
encargada de limitar el contacto entre la región luminal y la superficie epitelial (Kim y Khan, 
2013, Linden et al., 2008). El mucus es una matriz viscoelástica y porosa sintetizada y secretada 
por enterocitos especializados denominadas células caliciformes(Kim y Khan, 
2013).Latranslocación de Salmonelladesde el lumen hacia el epitelio estaría concertada por 
fimbrias como elpili bacteriano tipo I,que le confiere a la bacteria propiedades de adherencia al 
mucus y epitelio(Vimal et al., 2000), la síntesis de sulfatasas que permitirían debilitar la mucosa 
(Das et al., 2013) y el flagelo como medio de propulsión(Shah et al., 2011). 
Luego, en contacto con el epitelio, Salmonellapuede expresar dos mecanismos de invasión 
celular:I) el mecanismo “Trigger” oremodelamiento transiente del citoesqueleto,mediado 
porfactores que sonsecretadosporel sistema de secreción de tipo 3 (SST3),codificado en la isla de 
patogenicidad 1 (SPI-1) y,II) el mecanismo “Zipper” ointernalización mediada por proteínas de 
membrana externa como las invasinasRck,PagN y factores no identificados, que gatillan vías de 
señalización en la célula hospedera,inductoras del remodelamiento local del 
citoesqueleto(Rosselin et al., 2012). Estudios realizadosSalmonella Enteritidis mutadasenSPI-1, 
indican que el mecanismo “Trigger” no es esencial para la invasión en los ciegos de pollos de una 
semana de edad(Desin et al., 2009).Rychlik et al. (2009), realizó la misma observación 
utilizandomutantescon deleciones de cinco islas de patogenicidad (1, 2, 3, 4 y 5).Sin embargo, los 
autoresmencionanque la falta de SPI-1 o SPI-2,retrasa la diseminaciónsistémica de Salmonellay 
afecta la persistencia en órganos internos, por lo que su expresión es vital para el ciclo 
infectivo.Además, Matulova et al. (2013) indicó que SPI-1 es necesaria para iniciar la respuesta 
inmune contra Salmonella Enteritidis, y por tanto para su diseminación sistémica.  
Es importante destacar que Salmonella también puede invadir el epitelio vía células M (Santos y 
Baumler, 2004). El tropismo de Salmonella por estas células, estaría favorecido por la ausencia 
de células caliciformes productoras de mucosidad (McGuckin et al., 2011) y la expresión de 
adhesinas (Santos y Baumler, 2004). Además, las células M juegan un papel esencial en las 
funciones inmunes y la protección contra patógenos (Halle et al., 2007)ya que facilitan la 
16 
 
interacción con células presentadoras de antígenos como macrófagos y células dendríticas 
(Mabbott et al., 2013).  
La interacción con células no fagocíticas, luego del remodelamiento del citoesqueleto, inducenla 
endocitosis deSalmonellaen un compartimiento membranoso denominado “Salmonella-
containing vacuole” o SCV (Steele-Mortimer, 2008).Luego migra hacia el lado basolateral del 
epitelio donde puede ser fagocitada por macrófagos y células dendríticas(Watson y Holden, 
2010), promoviendo la diseminaciónde la bacteria a órganos internos(Foley et al., 2013). 
Esta última etapa del ciclo es fundamental para la persistencia del patógeno en los planteles, ya 
quela infección de órganos como el hígado, bazo y oviducto, posibilita la transmisión tanto 
horizontal como vertical,durante la formación del huevo ya través del contacto con fecas 
contaminadas durante y después de la ovoposición(Gantois et al., 2009, Omwandho y Kubota, 
2010). 
 
Defensas del hospedero frente a Salmonella 
La respuesta del hospedero, concertada por la inmunidad de mucosas, es determinante para la 
resolución de Salmonella. El epitelio intestinal, constituido por enterocitos, células caliciformes y 
células M,entre otras, tiene como función moderar la interacción entre el ambiente externo yel 
organismo, facilitando el transporte de nutrientes,la colonización de bacterias comensales y 
protegiendo de la actividad de antígenos y moléculas dañinas (Mitchell y Moretó, 2006).  
El sistema gastrointestinal recibe diariamente una gran carga de bacterias y antígenos 
provenientes del alimento y el medio ambiente, lasque pueden colonizar, crecer y en algunas 
ocasionesgenerar enfermedad. Concomitantemente, el tejido linfoide asociado al intestino 
(GALT)es el tejido más extenso y desarrolladodel organismo,capaz de promover respuestas 
diferenciales según el antígeno o molécula reconocida en la superficie epitelial(Smith y Beal, 
2008). En un ave madura, el epitelio intestinalestá compuesto porlinfocitos intraepiteliales,tejido 
linfoide esparcido en la lamina propria yestructuras especializadaslocalizadas en las tonsilas de 
los ciegos, el divertículo de Meckel, placas de Peyer y la bolsa de Fabricio. Estos tejidos están 
poblados de células fagocíticas y linfocitos T y B,encargadosde reconocermúltiples antígenos y 
mantenerel balance entrerespuesta y tolerancia inmune(Beal et al., 2006). 
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La reacción inmune que lleva a la resolución de Salmonella, es concertada tanto por la inmunidad 
innatacomo laadaptativa(Wigley, 2014). La estimulación de las defensas inmunes frente a la 
infección,se inicia conla interacción entre el patógeno y los receptores de tipo Toll (TLR), 
expresados en enterocitos, macrófagos, células dendríticas, heterófilos y 
linfocitosintraepiteliales(Kannaki et al., 2010). Los TLR reconocen patrones moleculares 
asociados aSalmonellacomoel LPS, el flagelo y motivos CpG no metilados del DNA(Barrow et 
al., 2012), esta interacción estimula la síntesis de las citoquinas pro inflamatorias IL-1β, IL-6, IL-
12, IL-18, IL-17, IL-22 e IFN-γ en el tejido linfoide (Kaiser et al., 2000, Matulova et al., 2013, 
Wigley, 2014),la expresión de IgG e IgA en los ciegos (Matulova et al., 2013) ylas quimioquinas 
CXCLi1 y CXCLi2 que activany reclutancélulas inmunes al sitio de la infección(Wigley, 2014). 
La infiltración de macrófagos, células dendríticas y heterófilosa la lamina propria, facilitan la 
fagocitosis del patógeno a través de compuestos antimicrobianos como β-defensinas 
(gallinacinas), óxido nítrico yespecies reactivas de oxígeno (ROS) (Hasenstein y Lamont, 2007, 
Setta et al., 2012), e inducen una reacción inflamatoriaexacerbada(Wigley, 2014) que incrementa 
la permeabilidad del epitelio y la susceptibilidad de infección (Gaggia et al., 2010). 
Adicionalmente,células dendríticas y macrófagos sintetizan citoquinasque inducen la infiltración 
de linfocitos T y B a la lamina propria(Van Immerseel et al., 2002)y presentanantígenos dentro 
del contexto del complejomayor de histocompatibilidad (MHC) para el reconocimiento, 
estimulación y desarrollo delinfocitosque asistirán en la resolución de la infección y generación 
dela memoria inmune (Kaiser, 2010, Kogut et al., 2005).La infección porSalmonella también 
estimula la síntesis y secreción del anticuerpo IgA alaregión luminal del epitelio(Sheela et al., 
2003, Wigley, 2014),limitando latranslocación deSalmonellaala mucosidad(Strugnell y Wijburg, 
2010) y reduciendola reacción inflamatoria consecuente (Mabbott et al., 2013).  
La invasión deSalmonellaEnteritidis en órganos internos, estimula la expresión de las 
citoquinasCXCLi2, CCLi2, IL-10 e IL-12α en el bazo(Cheeseman et al., 2007) y la producción 
de IgG e IgM, en el hígado y el bazo (Wigley, 2014). Mientras que en el tracto reproductivo, el 
tejido linfoide responde mediante la producción de gallinacinas e IL-4 (Wigley, 2014), e 
incrementando la población de macrófagos, células CD4+ y CD8+ en el oviducto (Withanage et 
al., 2003). En este órgano sin embargo, la susceptibilidad a la infección aumenta durante la 
maduración sexual de la gallina, debido a lacaída de linfocitos T CD4+(Johnston et al., 2012). 
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A pesar de la efectividad de los mecanismos de defensas para resolver la infección de 
Salmonella, la coordinación de estas dependende su desarrollo, tanto delepitelio,lamina propria y 
estructuras linfoides, como de la población celular que las integra(Smith y Beal, 2008).En el ave, 
la maduración de este sistema progresa desde el estado embrionario hasta la tercera y cuarta 
semana post-eclosión, con el incremento progresivodel número, tamaño y complejidad del tejido 
linfoide(Beal et al., 2006, Smith y Beal, 2008). Dicho proceso coincide con la migración 
paulatina a las distintas estructuras linfoides del intestino y maduración funcional de linfocitos T 
y B,comenzando en el cuarto día post-eclosión hasta la segunda semana de edad(Bar-Shira et al., 
2003). Mientras que en el oviducto, la población de linfocitos T se incrementan desde la quinta 
semana de edad hasta la decimoquinta y decimonovena semana (Withanage et al., 2003).La alta 
diseminación sistémica, mortalidad y morbilidad de aves jóvenes, en comparación con aves 
desarrolladas, es reflejo de esta dependencia (Holt et al., 1999, Smith y Beal, 2008).  
 
El organismo también puede interrumpir el ciclo infectivo de Salmonella, produciendo y 
secretando mucosidad en la región apical del epitelio (McGuckin et al., 2011). En hospederos 
saludables, la síntesis constitutiva de mucosa(Linden et al., 2008)permite mantener la integridad 
de la barrera frente a la constante degradación superficial producida por movimientos 
peristálticos, el flujo del quimo yla acción de bacterias mucolíticas(McGuckin et al., 2011). 
Además el mucuses aprovechado porbacterias benéficas como sitio de anclaje y fuente 
nutricional(Smirnov et al., 2005). En un hospedero sano, la adhesión de bacterias comensales 
llevan a la conformación de complejos consorcios simbióticosque actúan sinérgicamente con el 
hospedero, contribuyendo tanto a las defensas contra organismos patógenos (Fuller, 2001)como 
en la dinámica de expresión y síntesis de la mucosidad(Cheled-Shoval et al., 2014, Forder et al., 
2007, Smirnov et al., 2005). 
 
 
Microbiota intestinal de aves 
Pero también la actividad simbiótica del consorcio microbiano, entrega una multiplicidad de 
beneficios para la salud y desarrollo del organismo, que no solo son observadas a nivel de la 
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mucosidad. La presencia de la microbiota tiene directa relación con la maduración del tejido 
linfoide, morfogénesis y renovación del epitelio, estimulación y desarrollo del sistema inmune, 
fisiología, nutrición y detoxificación del intestino (Cheled-Shoval et al., 2014, Koenen et al., 
2004, Kohl, 2012, Yeoman et al., 2012, Yu et al., 2012),propiedades que hacen de la microbiota 
un importante componente del sistema defensivo del organismo y por tanto objeto del estudio y 
desarrollo como medida de control y prevención contra patógenos entéricos. 
 
La microbiota intestinal, es una compleja comunidad compuesta principalmente por bacterias 
autóctonas del sistema gastrointestinal. La gran mayoría son bacteriasGram positivas, anaerobias 
estrictas y anaerobias facultativas(Gong et al., 2007, Yeoman et al., 2012).Seestima que la 
comunidadestá compuesta por más de 900 especies (Stanley et al., 2014), en una población que 
alcanza 1013 bacterias totales en un ave(Apajalahti y Kettunen, 2006), representadas en los filos 
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria (Choi et al., 2014).La colonización 
de estas bacterias,a lo largo del sistema no es homogénea, pero está dominada por los géneros 
Lactobacillus, Clostridiaceae, Bifidobacterium y Enterococcus(Stanley et al., 2014, Wise y 
Siragusa, 2007).Adicionalmente, la identidad de la microbiota colonizadora de aves varía según 
la dieta, sexo,aplicación de compuestos antimicrobianos y factores ambientales(Stanley et al., 
2014),pero además existen factores que marcan el asentamiento de la microbiota y la reducción 
de su complejidad en el tiempo, como por ejemplo el primer inóculo colonizador del intestino,la 
maduración morfológica, fisiológica del epitelio y el mucus, y la estabilización de las condiciones 
ambientales del ecosistema(Apajalahti y Kettunen, 2006, Lumpkins et al., 2010, McGuckin et al., 
2011, Van Tassell y Miller, 2011). 
Beneficios de la microbiota en la salud animal 
El mutualismo entre la microbiota y el hospedero se establece en la mucosidadpor  interacción 
directa e indirecta con el epitelio(Kim y Khan, 2013). La capacidad del sistema gastrointestinal 
para responder diferencialmente a la gran carga bacteriana,está fuertemente ligada a la actividad 
de la microbiota normal.Aunque se desconoce el mecanismo molecular con que la 
microbiota/hospedero realizan este mutualismo, la influencia de la microbiota sobre el tejido 
linfoideasociado al epitelio es evidente,siendo observada en la modulación del desarrollo del 
tejido y folículos linfoides(Hegde et al., 1982),inducción de la expresión de citoquinas pro y anti-
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inflamatorias (Brisbin et al., 2010), reclutando tempranamente heterófilos y linfocitos a la lamina 
propria(Crhanova et al., 2011), e induciendo la producción de anticuerpos naturales del suero y 
el intestino (Haghighi et al., 2006, Yurong et al., 2005). 
Adicionalmente, la microbiota sintetiza bacteriocinas y productos de fermentación que 
complementan la actividad defensiva del organismo contra bacterias foráneas(Stoyanova et al., 
2012). Bacterias ácido lácticas pueden sintetizar bacteriocinas que actúan sobre la membrana 
celular de bacterias sensibles, formando porosque disipan el potencial de membrana, eflujo de 
moléculase interrumpiendo la síntesis de la pared (Cotter et al., 2005). 
Microorganismos comensales tambiénpueden producirmetabolitos antimicrobianos producto de 
la fermentación de polisacáridos no digeribles por el hospedero(Donoghue et al., 2006).La 
fermentación de la fibra dietéticaproduce ácidos grasos de cadena corta o SCFA, principalmente 
acetato, butirato, propionato y lactato(Donoghue et al., 2006), las que actúanreduciendo el pH 
intestinal e intracelular,alterando el transporte de metabolitos y disipandola fuerza protón motriz 
de la membrana (Rinttilä y Apajalahti, 2013). 
En definitiva, el mutualismo entre la microbiota y el intestino, provee beneficios determinantes 
para la saluddel ave. Desde la actividad antimicrobiana para excluir bacterias exógenas, hasta la 
estimulación inmune y el aumento del área de absorción de nutrientes, la influencia sobre la salud 
intestinal marcará el estatus del organismo completo. Sin embargo, la funcionalidad de la 
microbiota, esefectiva cuando el ecosistema provee de la carga bacteriana adecuada,en el 
momento adecuado(Stanley et al., 2014).  
 
Probióticos 
 
Para la vida o en pro de la vida es la definición literal del término probiótico, refiriéndose a las 
bacterias que incorporadas en la dietau otro método, generan efectos positivos en el 
organismo(Hamilton-Miller et al., 2003). El término probiótico fue implementado por Parker en 
1974, sin embargo fue Eli Metchnikoff,en 1907, quien descubrió por primera vez, que el 
consumo de bacterias ácido lácticasmejoran la salud del hospedero (Anukam y Reid, 
2007).Desde entonces, hasta el desarrollo de la pauta para su evaluación en la 
21 
 
alimentación,realizada por la FAO/WHO (2002), el concepto de probiótico ha sido estudiado, 
refinado y redefinido. En 1998 Roy Fuller, amplió dicho concepto, señalando que se trata de “Un 
suplemento alimenticio de microorganismos vivos que afectan beneficiosamente al hospedero 
animal a través del balance de la microbiota intestinal”. Por otra parte, el grupo de trabajo 
FAO/WHO. (2002), readecuó la definición de probiótico de la siguiente forma: los probióticos 
son “microorganismos vivos que administrados en cantidades adecuadas confieren beneficios a la 
salud del hospedero”. Esta definición generalizó y amplió la establecida por Fuller en cuanto a la 
restricción de su uso como suplemento alimenticio y, a la entrega de dosis adecuadas para lograr 
efectos positivos. Cabe señalar que esta definición es extensiva a cualquier bacteria, hongo o 
levadura que promueva el desarrollo de los mecanismos de defensa naturales del intestino y 
estimule las propiedades sinérgicas de la microflora. 
 
En 1973,Nurmi y Rentala llevan a cabo el primer estudio relacionado a la aplicación de 
probióticos en aves de producción intensivapara estudiar el efecto de la microbiota sobre la 
infección deSalmonella.La actividad antagónica fue denominadaefecto Nurmi o exclusión 
competitiva, haciendo referencia alos posibles mecanismos que explican este fenómeno, como 
lasíntesis de compuestos antimicrobianos, competición por nutrientes y sitios de adhesión a la 
mucosa (Nurmi et al., 1992).  
 
En la actualidad, los cultivos de bacterias extraídas del contenido intestinal son cada vez menos 
utilizados, debido a las dificultadesen la identificación de especies, variabilidad de la 
concentracióny viabilidad de los microorganismos y el incremento del riesgo de transmisión de 
patógenos(Kerr et al., 2013). Estos han sido reemplazados por formulaciones probióticas 
definidas, basadas mayormente en bacterias acido-lácticas pertenecientes a los géneros 
Lactobacillus, Bifidobacteriumy Enterococcus, en formulaciones de concentraciones variables 
dependiendo del estado fisiológico(Fuller, 2001) y su efecto en el ave (Haghighi et al., 2008, 
Higgins et al., 2008, Mountzouris et al., 2010). Igualmente, el método de 
entregaimplementadovaría según laspropiedades benéficas y la estabilidad del cultivo en 
almacenamiento, el alimento(Mountzouris et al., 2010), el agua de bebida(Stringfellow et al., 
2011), pulverización (Wolfenden et al., 2007), inyecciónin ovo(de Oliveira et al., 2014)oen el 
pellet(Amerah et al., 2013). Bajo parámetros de estabilidad y efectividad, las formulaciones 
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también pueden contener componentes dietarios que benefician selectivamenteel crecimiento de 
bacterias comensales, tambiéndenominados simbióticos(Awad et al., 2009, Ogawa et al., 2006), 
y contener una o másbacterias y especies,aunque el efecto de formulaciones complejas proveen 
mayores beneficios (Timmerman et al., 2004). 
 
En Chile, el mercado de probióticos para suplemento alimenticio deaves4, se inició hace ocho 
años con la importación del probiótico coreano Probion (Woogene B&G Co., Ltda.), basado en 
dos cepas del género Bacillus. Entre los años 2011 y 2014,fueron incorporados los probióticos 
Calsporin (Calpis Co., Ltd. GunmaPlant), de fabricación Japonesa basado en Bacillus 
subtilis,Gallipro Tect (Chr. Hansen Ind. e Com. Ltda) de fabricación brasileña, basado en la 
bacteria Bacillus licheniformisy, Broilact (Sacco S.r.l.), preparación de tipo exclusión 
competitiva, importado desde Italia. 
Entre estos,el probiótico Gallipro fue evaluado en la respuesta inmune de aves infectadas con 
Salmonella Enteritidis (Sadeghi et al., 2015), mientras que la formulaciónBroilact ha sido 
evaluada en su capacidad para excluir su colonización (Bolder et al., 1992, Nuotio et al., 1992, 
Salvat et al., 1992). Aunque estos productos han mostrado tener propiedades probióticas,no 
existe documentación que las involucre con los distintos mecanismos de acción probiótica, ni 
tampoco consideran la compleja dinámica de colonización intestinal y la interacción con el 
organismo, por lo que son insuficientespara resolver las necesidades en salubridad y 
productividad. 
 
Problemática 
 
En los sistemas de crianza convencionales, la aplicación de medidas sanitarias dirigidas al control 
y prevención de infecciones, son imprescindibles para reducir efectivamente la diseminación de 
Salmonella Enteritidis y evitar efectos negativos sobre la productividad. Entre estas medidas, la 
separación del huevo y la gallina inmediatamente después de la eclosión, la limpieza de los 
huevos y, la incubación en ambientes libres de microbios, son métodos efectivos de prevención 
(Apajalahti y Kettunen, 2006, Stanley et al., 2014), pero al mismo tiempo, reducen la carga de 
bacterias simbiontes que el ave adquiere al momento de la eclosión (Stanley et al., 2014), y por 
                                                 
4http://www.sag.cl/ambitos-de-accion/productos-para-uso-animal-medicamentos-e-insumos-para-alimentacion 
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tanto privan de los beneficios generados por la simbiosis ave/hospedero (Kabir, 2009). La 
vulnerabilidad consecuente, es agravada por el estado inmaduro de las defensas de un ave joven, 
y la falta de metodologías de prevención costo eficientes acordes al reglamento sanitario. Más 
aun, la fisiología de aves de producción intensiva, adaptada para maximizar parámetros 
productivos, contribuye a la vulnerabilidad ya que retrasa el desarrollo de las defensas 
inmunológicas (Koenen et al., 2004). Sumado a esto, el ave es sometida a distintos factores 
estresantes que afectan la composición de la microbiota y tienen efectos directos en la 
susceptibilidad a infecciones y su diseminación, entre ellos, la alta densidad poblacional, cambios 
de temperatura, pelecha y transporte son los principales factores(Gaggia et al., 2010). 
De esta manera, la entrega de bacterias comensales o probióticos es una de las principales 
medidas complementarias para solucionar estas problemáticas, ya que no solo interfiere con el 
ciclo infectivo de Salmonella, también permite contrarrestar el efecto depresor del ambiente 
productivo sobre la salud del ave. Además su aplicación no infiere un costo asociado al ejercicio 
de personal especializado ni restricciones de tipo sanitario. 
 
Probiohen 
En consideración a las problemáticas actuales de implementación de medidas para garantizar 
inocuidady, la carencia de productos probióticos adecuados a las necesidades de productores 
avícolas, esta tesis presenta el desarrollo de un probiótico multiespecie, basado ennueve bacterias, 
cuya simbiosis ayudaría areducir la vulnerabilidad de las aves frente a la infección y solucionar 
los efectos consecuentes que genera sobre la industria y la salud pública. Este 
desarrolloconsidera, además, los efectos globales de este mutualismoen la salud del hospedero 
que impactan en parámetros productivos y zootécnicos, tales como en el crecimiento, eficiencia 
de alimentación, calidad y producción de huevos.  
El probiótico Probiohenfue desarrollado con las siguientes nueve cepas: Lactobacillus reuteri, 
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus agilis, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium bifidum, 
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Enterococcus faecium y Bacillus subtilis. La 
selección de estas bacterias consideradistintos elementos que se relacionan al establecimiento de 
la microbiota normal y, que creemos, entregan beneficios que aventajarían a las formulaciones 
utilizadasactualmente. En primer lugar, toma en cuenta la prevalencia de bacterias en los distintos 
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nichos colonizadores del sistema gastrointestinal (Figura 2), el desarrollo del ecosistema y la 
evolución de la microbiota.De esta manera, y de acuerdo a lo descrito anteriormente, bacterias 
Gram positivas, ácido lácticas del filo Firmicutes, anaerobias estrictas y 
facultativas,conformarían el grupo mejor adaptadopara dominar elecosistema(Stanley et al., 
2014).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Representación de la colonización de las cepas bacterianas en las distintas secciones 
del sistema gastrointestinal. 1:Lactobacillus crispatus, 2: Lactobacillus acidophilus, 3: 
Enterococcus faecium, 4: Lactobacillus casei, 5: Lactobacillus agilis, 6: Bifidobacterium 
animalis, 7: Bacillus subtilis, 8: Bifidobacterium bifidum y 9: Lactobacillus reuteri. 
Adicionalmente, estas bacterias han sido relacionadas en su contribución a la morfología epitelial 
(Cao et al., 2013, Chichlowski et al., 2007, Smirnov et al., 2005), repercusión sobre parámetros 
de importancia económica (Estrada et al., 2001, Khaksefidi y Ghoorchi, 2006, Khaksefidi y 
Rahimi, 2005, Mountzouris et al., 2007, Mountzouris et al., 2010, Nayebpor et al., 2007, Zhang y 
Kim, 2014) y distintas propiedades probióticas que se destacan por su actividad contra patógenos 
(Tabla 1). 
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Tabla 1: Propiedades probióticas de las cepas seleccionadas 
Cepa 
Exclusión 
competitiva 
Simbiosis Inmunidad 
Compuestos 
antimicrobianos 
Referencias 
E. faecium E. coli, C. 
perfringens, C. 
jejuni. 
Lactobacillus y 
Bifidobacterium 
Fagocitosis. 
 
sIgA, IgM, IgG, IL-
4 y TNFα. CD3, 
CD4 y CD8. 
Enterocina. SCFA (Cao et al., 2013, Ghareeb et al., 
2012, Klose et al., 2006, Levkut 
et al., 2012, Mountzouris et al., 
2010, Stringfellow et al., 2011) 
L. reuteri Salmonella, E. 
coli,      C. 
jejuni 
Lactobacillus y 
Bifidobacterium 
Fagocitosis. 
 
IL-1β, IL-12, IL-18 
e INF-γ. 
Reuterina, SCFA (Brisbin et al., 2010, Edens et 
al., 1997, Ghareeb et al., 2012, 
Klose et al., 2006, Mountzouris 
et al., 2010, Nakphaichit et al., 
2011, Nazef et al., 2008, 
Stoyanova et al., 2012, 
Stringfellow et al., 2011, Van 
Coillie et al., 2007) 
L. acidophilus Salmonella, E. 
coli, 
Campylobacter 
 
Lactobacillus y 
Bifidobacterium 
Fagocitosis. 
 
IgA e IgM, IL-1β, 
IL-12, IL-18 e INF-
γ. 
SCFA (Brisbin et al., 2010, 
Chichlowski et al., 2007, 
Haghighi et al., 2008, 
Khaksefidi y Rahimi, 2005, Van 
Coillie et al., 2007) 
L. casei Salmonella y 
Campylobacter 
Lactobacillus y 
Bifidobacterium 
IgG anti NDV e 
IBV. 
SCFA (Chichlowski et al., 2007, 
Higgins et al., 2010, Khaksefidi 
y Rahimi, 2005, Ogawa et al., 
2006) 
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Continuación Tabla 1 
Cepa 
Exclusión 
competitiva 
Simbiosis Inmunidad 
Compuestos 
antimicrobianos 
Referencias 
B. animalis Salmonella  Fagocitosis SCFA (Ghareeb et al., 2012, Klose et 
al., 2006, Mountzouris et al., 
2010, Stringfellow et al., 2011) 
L. agilis Salmonella, E. 
coli 
Lactobacillus y 
Bifidobacterium 
 
 
Butirato y 
propionato 
 
(Lan et al., 2004, Meimandipour 
et al., 2009, Meimandipour et 
al., 2010) 
B. subtilis Salmonella, E. 
coli 
 
Bacterias ácido 
lácticas 
 
Fagocitosis. 
Células plasmáticas, 
IgA e IgM. IL-6 y 
TNF-α, TGF-β. 
CD3, CD4 y CD8. 
 (Knarreborg et al., 2008, Lee et 
al., 2010, Rajput et al., 2013, 
Shivaramaiah et al., 2011, Teo y 
Tan, 2005) 
L. crispatus Salmonella, E. 
coli,     C. 
jejuni 
 
  SCFA (Hilmi et al., 2007, Taheri et al., 
2009) 
 
  
IV. HIPÓTESIS 
En relación a los beneficios que las bacterias probióticas generan en la salud y productividad 
animal, y la necesidadde solventar los problemas asociados a la infección porSalmonellaen la 
industria avícola, hemos considerado la siguiente hipótesis: 
 
La administración oral de un conjunto de nueve bacterias probióticas inhibe la colonización 
de Salmonella entericaserovar Enteritidis en órganos internos de pollos Leghorn SPF. 
 
V. OBJETIVO GENERAL 
Evaluar en el período post eclosión, el efecto inhibitorio del probiótico sobre la colonización de 
SalmonellaEnteritidis en órganos internos de pollos Leghorn. 
VI. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Formular el probiótico. 
1.1 Caracterizar las cepas probióticas 
1.1.1 Microbiológica y macrobiológicamente 
1.1.2 Genotipificar las cepas 
1.2 Determinar la estabilidady viabilidad de las cepas post-liofilización. 
2. Determinar la dosis infectiva mínima de Salmonella Enteritidis en órganos internos. 
3. Evaluar mediante desafíos en pollos el efecto modulador del probiótico sobre la 
colonización en órganos internos de Salmonella entericaserovar Enteritidis. 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS 
Animales 
La evaluación del efecto probiótico de Probiohen se realizó con 230 huevosSPF de pollos 
Leghorn o ponedoras, cuya susceptibilidad a la infección de Salmonella ha sido documentada 
(Gast et al., 2011). Estos huevosfueron obtenidos desde ALPES (México) e incubados durante el 
tiempo requerido para la eclosión del huevo. Los pollos recién eclosionados fueron separados al 
azar según y trasladados a jaulas de 45x 45cm, donde se mantuvieron a una temperatura ambiente 
de entre 30-33°C, con acceso ad libitum de agua y alimento durante todo el período de los 
ensayos.  
Crecimiento cepas bacterianas y desafío 
Las bacterias Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus 
agilis, Lactobacillus crispatus, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis, Enterococcus 
faecium y Bacillus subtilis fueron obtenidas desde el centro de recursos biológicos ATCC. Las 
cepas fueron crecidas durante 16 h en 4,5 L, en los medios de cultivo y condiciones de 
crecimiento descritos en la Tabla 1. Finalizada la incubación, el título viable de cada cepa fue 
obtenido mediante diluciones seriadas 1:10con buffer fosfato salino, plaqueadas en triplicado en 
los medios de crecimiento indicados en la Tabla 1 e incubadas por 16 h. Los medios De Man, 
Rogosa y Sharpe (MRS),brainheartinfussion(BHI) ynutrientbroth(NB) fueron obtenidosde Oxoid, 
y el medio Reinforced Clostridial Medium (RCM) por BDBiosciences.Los resultados fueron 
expresados como el Log (CFU/mL). 
 
Tabla 2. Condiciones de crecimiento de los distintos géneros bacterianos 
Género Medio T° Atmósfera Referencia 
Lactobacillus MRS 37°C 5% CO2 Hames y Hertel (2009) 
Bifidobacterium RCM 37°C Anaerobia Nebra y Blanch (1999) 
Enterococcus BHI 37°C Aerobia Švec y Devrise (2009) 
Bacillus NB 30°C Aerobia (Logan y De Vos (2009)) 
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Salmonella Enteritidis 
La cepa patógena de Salmonella enterica serovar Enteritidis utilizada corresponde a un aislado de 
campo previamente caracterizado por el laboratorio de Virbac-Centrovet. El crecimientode 
Salmonellase realizó en 40mL de medio mínimo (KCl 5mM, (NH4)2SO4 7,5mM, K2SO4 0,5mM, 
Tris 100mM, MgCl2 30µM, Glicerol 38mM, ácidos casamino 0,1%) pH 5,0 eincubado por 24 h a 
37°C con agitación de 200 rpm en atmósfera aerobia. La determinación de la concentración del 
cultivo bacteriano se realizó por citometría de flujo y titulación en placas con agar Luria-Bertani 
(Oxoid Ltd, Reino Unido).  
Caracterización de las cepas 
De acuerdo a los requerimientos de control de calidad exigidos por la empresa, se realizó la 
caracterización de cada cepaprobiótica. Dicho procesoconsistió en la evaluación morfológica por 
tinción Gram, morfología de colonias (Benson, 2001) y genotipificación por PCR convencional 
utilizando los partidores y esquemas de amplificación descritos en la Tabla 2.  
El DNA genómico de cada cepa fue extraído utilizando un método estándar (WizardGenomic 
DNA Purification kit, Promega) a partir de un cultivo puro. La mezcla de reacción de PCR se 
realizó medianteel kit GoTaqMastermix (Promega) de acuerdo al protocolo descrito por el 
fabricante, en un termociclador Veriti-96 Well ThermalCycler (AppliedBiosystems). Finalizada 
la reacción, el producto fue resuelto por electroforesis en un gel de agarosa, teñido con bromuro 
de etidio 0,01% y visualizado en un transiluminador UV. 
 
 
 
 
 
  
 
Tabla 3: Partidores y programas de amplificación para genotipificación mediante PCR convencional de las cepas probióticas seleccionadas. 
Cepa Secuencia (5’ 3’) Gen Producto (pb) Referencia 
L. acidophilus F - CAAGGAAGCTCAAGACCAAATC 
R - GTCAACACCACGAAGCAATAC 
tuf 307 (Sheu et al., 2009) 
L. casei F -  ATCATGGAATTGATGGATACCA 
R - TAGACTTGATAACATCTGGCTT 
tuf 202 (Sheu et al., 2009) 
L. reuteri F - GAATTGTCGAAGGGCTTGATTG       
R - TGTCTGGGTCAGATGGAATATC 
aggh 206 (Casas y Dobrogosz, 2000) 
L. crispatus F - GTACCAAGCCAAAGCAAGAC            
R - GTTTGAAGCCTTTACGTAAGTC 
slp 386 (Horie et al., 2002) 
L. agilis F - CCTTTGCTTGCCGGATTAAC 
R - CAGCTCCTGGAGTCAAGATTAG 
metA y cysK 
 
775 (Stephenson et al., 2011) 
B. animalis F - GTTGGTTCCGCGTCAAATAC             
R - ACCGTCGTCACATCGTAATC 
bsh 655 (Kim y Lee, 2008) 
B. bifidum F - ACGATGTGGACGTGCTTAC 
R - GACATGCCGTCAACCATTTG 
bsh 295 (Kim, 2004) 
B. subtilis F - ATGAAGATTTACGGAATTTA               
R - TTATAAAAGCTCTTCGTACG 
sfp 675 (Hsieh et al., 2004) 
E. faecium F - TTGAGGCAGACCAGATTGACG         
R - TATGACAGCGACTCCGATTCC 
recG 685 (Cheng et al., 1997) 
S. Enteritidis F - GCAGCGGTTACTATTGCAGC 
R - TGTGACAGGGACATTTAGCG 
sefA 330 (Nillian et al., 2011) 
Salmonella spp. F - CCAACCATTGCTAAATTGGCGCA 
R - GGTAGAAATTCCCAGCGGGT ACTGG 
 429 (Nillian et al., 2011) 
Perfil térmico utilizado en las cepas probióticas correspondió a 25 ciclos de denaturación a 94°C por 30 seg, alineamiento a 53°C por 1 min y 
extensión a 72°C por 1 min. El perfil térmico para S. Enteritidis y Salmonella spp., correspondió a 35 ciclos de denaturación a 94°C por 2 min, 
alineamiento a 53°C por 1 min y extensión a 72°C por 1 min.  
 
  
Formulación y estabilidad del probiótico 
La formulación del producto probiótico se realizó mediante la adición de soluciones 
estabilizadoras a diferentes concentraciones, seguido de un proceso de liofilización de cada cepa 
y mezclado del producto final. Previamente, cada unode los cultivos bacterianos fuecentrifugado 
a 8000 rpm por 5 min, el pellet fue recuperado y resuspendidoen cuatro soluciones 
estabilizadoras denominadas α, β,γ y LD (leche descremada),en una razón v/v de 10:1 
(cultivo/estabilizante), este último agente se utilizó como medio base. Los cultivos fueron 
almacenados por 14 a 16 h y luegoliofilizados en un equipo Genesis 37L (Virtis). Terminado el 
proceso, se determinó el título bacteriano en placas de agar (CFU/mL) en las condiciones 
descritas anteriormente,y el producto liofilizado se almacenó a temperatura ambiente sin 
humedad. 
La viabilidad del producto probiótico seco, se determinó una vez liofilizado (T0) y luego de tres 
meses de almacenamiento a temperatura ambiente (T3), mediante titulación en placas de agar 
(CFU/mL),preparadas con el medio de cultivo correspondiente a cada bacteria y las condiciones 
descritas en la Tabla 1. Con los datos obtenidos se calculó la tasa de supervivencia luego de la 
liofilización y el almacenamiento.   
 
El inóculo del probiótico utilizado en el ensayo de protección fue mezclado y ajustado de acuerdo 
a la concentración de cada cepa liofilizada, de tal forma que al ser hidratadas con PBS se 
obtuviera un título aproximado de 108 CFU/dosis (0,25mL). La dosis inactivada se preparó a 
partir de 10mL de esta mezcla, las bacterias fueron incubadas durante 1 h en un baño 
termoregulado a 70°C, para luego evaluar la viabilidad en placas de agar MRS. 
 
Dosis infectiva mínima de Salmonella Enteritidis 
Setenta pollos de un día de edad fueron utilizados para determinar la concentración mínima de 
Salmonella Enteritidis capaz de infectar órganos internos. Los pollos fueron divididos al azar en 
siete grupos de 10 individuos: seis experimentales (A – F) y un control negativo.Utilizando 
jeringas estériles se entregaron dosis orales de 0,25mL de un cultivo fresco de Salmonella 
Enteritidis, cuyo título fue ajustado con PBS a las concentraciones indicadas en la Tabla 3.La 
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determinación de la concentración mínima infectiva, fue evaluada por la presencia o ausencia de 
Salmonella Enteritidis en el hígado y el bazo a los 2 y 7 días post infección.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ensayo de protección contra Salmonella 
Establecida la concentración mínima de la cepa patógena, se realizó el ensayo de protección. Para 
esto se utilizaron 160 pollos de un día de edad, divididos en seis grupos experimentales (I – VI)de 
10 pollos y dos grupos controles de 10 pollos, para cada uno de estos grupos se realizó una 
réplica experimental. La efectividad del probiótico se evaluósegún elesquema temporal de 
administración y la distribución de los grupos experimentales (Tabla 5).Los grupos II, IV, V y 
VI, que recibieron la dosis probiótica viva o inactivada, la cepa de desafío fue entregada dos 
horas después del probiótico. Durante todo el experimento, las aves se mantuvieron en jaulas con 
acceso ad libitum de agua y alimento.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. Distribución de pollos y dosis asociadas 
Grupos N° Pollos CFU 
Control - 10 PBS 
A 10 102 
B 10 103 
C 10 104 
D 10 105 
E 10 106 
F 10 107 
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Ensayo de protección utilizando 160 pollos (n=2). Prob: Probiótico vivo. PI: Probiótico 
Inactivado. P/A: Evaluación de la presencia o ausencia de Salmonella en órganos internos. 
 
Procesamiento de las muestras 
La toma de muestras se realizó en el segundo y séptimo día post-infección,tanto para el ensayo de 
dosis infectiva como para el ensayo de protección. En ambos días, la mitad de las aves asignadas 
a cada grupo fueron sacrificadas y se les extrajoel hígado y bazo. En el laboratorio, las muestras 
fueron molidas manualmente, pre-enriquecidas en 10mL de NB (Oxoid)e incubadas a 37°C por 
20 h en atmósfera aeróbica con agitación de 200 rpm. A partir de este caldo, 100uL fueron 
agregados a 10mL del medio selectivo Rappaport-Vassiliadis (Oxoid) e incubados a 42°C por 20 
h. Para determinar la presencia o ausencia de Salmonella, los cultivos fueron plaqueadose 
incubados a 37°C por 20 h en agarVerde brillante (Oxoid), Salonella-Shigella y X.L.D. (BD 
Biociencies). La identidad de la cepa aislada fue confirmada mediante PCR convencional, 
utilizando los partidores descritos en la Tabla 2. 
 
Tabla 5. Distribución de grupos y detalle de los regímenes de administración de 
Salmonella Enteritidis y el probiótico. 
Grupos N° 
Tratamiento 
Día 1 Día 
2 
Día 
3 
Día 
4 
Día 
5 
Día 
6 
Día 
7 Dosis Desafío 
Control - 10 PBS No --- --- --- --- --- P/A 
Control + 10 --- Sí --- --- --- --- --- P/A 
I 10 --- Sí Prob. --- --- --- --- P/A 
II 10 --- Sí Prob. Prob. Prob. Prob. Prob. P/A 
III 10 Prob. Sí --- --- --- --- --- P/A 
IV 10 Prob. Sí Prob. Prob. Prob. Prob. Prob. P/A 
V 10 PI. Sí --- --- --- --- --- P/A 
VI 10 PI. Sí PI. PI. PI. PI. PI. P/A 
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Análisis estadístico 
El análisis estadístico se realizó con GraphPad Prism 5.03. El test exacto de Fisher fue utilizado 
para comparar los grupos experimentales contra el control positivo en el ensayo de protección 
contra Salmonella. p<0,05 fue considerado significativo. 
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VIII. RESULTADOS 
Crecimiento, estabilidad y viabilidad de las cepas 
Entre las herramientas utilizadas para evaluar un producto probiótico, la determinación de la 
concentración de los cultivos es uno de los parámetros primarios. En la presente tesis, la 
concentración de las cepas fue evaluada luego del crecimiento en los medios de cultivo. El 
recuento de las unidades formadoras de colonias se realizó en cultivos puros, esto 
últimodeterminado por morfología de colonias y tinción Gramsegún lo descrito en el manual de 
Bergey(Vos, 2009). La confirmación de la identidad se realizó mediante PCR convencional 
(Figura 3), evaluación que también se llevó a cabo previo a las pruebas con aves.El tamaño 
delamplicón esperado fue confirmado por literaturaen las cepas Bacillus subtilis (Hsieh et al., 
2004), Enterococcus faecium(Cheng et al., 1997), Lactobacillus crispatus(Horie et al., 2002) y 
Lactobacillus casei(Sheu et al., 2009). Para las cepasL. agilis, B. animalis, L. reuteri,  B. bifidum 
y L. acidophilus, el amplicón esperado fue evaluado con la herramienta bioinformática Blastn, 
utilizando los partidores diseñados según literatura(Casas y Dobrogosz, 2000, Kim y Lee, 2008, 
Kim et al., 2004, Sheu et al., 2009, Stephenson et al., 2011).En conjunto,estos resultados 
confirmaron la identidad y pureza de los cultivos. 
A     
  B 
Figura 3. Genotipificación de las cepas probióticas mediante PCR convencional. La 
identificación se realizó en la cosecha y el producto almacenado tres meses desde la liofilización. 
A: correspondiente a los amplicones de las cepas L. agilis (775 pb), B. subtilis (675 pb), B. 
animalis (655 pb) y E. faecium (685 pb). Electroforesis en gel de agarosa 1%, teñido con 
bromuro de etidio 0,01%. Estándar de peso molecular de 1kb. B: correspondiente a los 
amplicones de las cepas L. crispatus (386 pb), L. reuteri (206 pb), B. bifidum (295 pb), L. casei 
L. ag        B. subtB. animE. faec L. cris  L.reutB. bifid    L. cas     L. acid 
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(202 pb)y L. acidophilus (307 pb). Electroforesis en gel de agarosa 2%, teñido con bromuro de 
etidio 0,01%. Estándar de peso molecular de 100bp. 
La concentración final de las cepas luego de 16 h de cultivo (Tabla 5), indica que Bacillus subtilis 
y Enterococcus faecium fueron las cepas de menor y mayor crecimiento, con un título de 
1x109,20y 1x1011,87CFU/mL, respectivamente. El crecimiento observado en el resto de las 
bacterias fue entre 1x109,64y 1010,39CFU/mL. 
Para mantener la viabilidad durante almacenamiento y estabilización, las cepas fueron mezcladas 
con los agentes crioprotectores α, β, γ y leche descremada. Luego de la liofilización, el peso 
promedio de cada cepa fue de 158gr. La viabilidad de los cultivos,evaluada luego del proceso de 
liofilización (T0), indica que ni la leche descremada ni los crioprotectores lograron mantener la 
concentración inicial de bacterias. En promedio, la tasa de supervivencia con la leche descremada 
fue de 8,75% y sin medio de secado (PBS) fue de 3,64%, por lo que la primera fue considerada 
como medio base de secado para los ensayos con los agentes crioprotectores.  
El efecto de los agentes estabilizadores sobre la viabilidad estuvo influenciado por el tipo de 
agente y la cepa, el aumento observado fue entre 6,73 y 51,34 puntos porcentuales sobre 
laobservada con la leche descremada. La mayor tasa de supervivencia fue observada cuando el 
estabilizador β fue incorporado al medio de secado, este logró mantener el 60,09% promedio del 
título inicial, mientras que los estabilizadores α y γ, la tasa de supervivencia fue de 14.6% y 31% 
promedio, respectivamente. Independiente del agente estabilizador, las bacterias más afectadas 
por la liofilización fueron L. casei, L. agilis y B. bifidum, aunque los niveles de reducción fueron 
consistentes con la estabilidad promedio de cada grupo. De la misma manera, B. subtilis y E. 
faecium fueron las bacterias más resistentes.  
Luego de tres meses de almacenamiento a temperatura ambiente, el título de cada cepa fue 
determinado y comparado con la estabilidad observada luego de la liofilización. En promedio el 
título bacteriano se redujo en 36,9% con el estabilizador α, 43,8% con β y 56,1% con γ.De 
acuerdo al título final, el agente estabilizador β conservó la mayor viabilidad celular al final del 
periodo de almacenamiento, y por lo tanto fue seleccionado como excipiente bacteriano. Al igual 
que lo observado anteriormente, los cultivos deL. casei, L. agilis y B. bifidum fueronlos de título 
más reducido, mientras que B. subtilis y E. faecium conservaron unamayor viabilidad. 
  
Tabla 6.Crecimiento de las cepas bacterianas y viabilidad después de la liofilización (VT0) y luego de tres meses (VT3), 
expresada como el Log (CFU/mL). 
    Estabilizador 
    α β γ 
Bacteria Crecimiento PBS LD VT0 VT3 VT0 VT3 VT0 VT3 
L. acidophilus 10,28 8,89 9,33 9,50 9,32 10,09 9,72 9,57 9,11 
L. casei 10,39 9,13 9,43 9,43 9,07 10,07 9,76 9,66 9,23 
L. reuteri 9,64 8,24 8,63 8,88 8,70 9,44 9,22 9,24 8,92 
L. crispatus 9,93 8,40 8,88 9,10 8,91 9,74 9,47 9,52 9,21 
L. agilis 9,70 8,15 8,68 8,62 8,31 9,31 8,97 9,12 8,76 
B. animalis 10,14 8,33 8,72 9,26 9,07 9,94 9,68 9,54 9,12 
B. bifidum 9,98 8,22 8,47 8,92 8,64 9,68 9,37 9,23 8,73 
B. subtilis 9,20 7,93 8,24 8,52 8,43 9,04 8,91 8,82 8,58 
E. faecium 11,87 10,37 10,89 11,18 11,08 11,76 11,64 11,58 11,32 
Viabilidad promedio 3,46% 8,75 % 14,58 % 63,01 % 60,09 % 56,14 % 31,00 % 43,83 % 
Crecimiento de las cepas bacterianas luego de 16h de incubación y efecto de la mezcla del medio de secado base (LD) con tres 
estabilizadores α, β y γ, en el título bacteriano luego del proceso de liofilización (estabilidad) y tres meses de almacenamiento 
(viabilidad). PBS es el control sin medio de secado y LD corresponde al medio de secado base (leche descremada). 
  
Concentración mínima infectiva de Salmonella Enteritidis 
Seis concentraciones de una cepa de campo de Salmonella Enteritidis fueron evaluadas para 
determinar la mínima cantidad de células requeridas para diseminar la infecciónhacia órganos 
internos. El análisis bacteriológico, evaluado por la presencia o ausencia de Salmonellaen placas 
de agar selectivo (Figura 4) a las 48 horas y siete días post infección, y confirmada mediante PCR 
convencional (Figura 5),indicó que se requieren 102 células de Salmonella para que algunas aves  
se infecten al séptimo día post-infección (Tabla 7), y se requiere de una dosis de 103 células para 
que en ambos períodos, la totalidad de las aves presenten Salmonella en el hígado y el bazo, 
siendo esta la concentraciónutilizadapara el posterior análisis con el probiótico.La infección 
producida con dosis de106 y 107CFUprodujo mortalidades después de la primera toma de 
muestras. 
 
 
A    B                                                  C 
Figura 4. Presencia de Salmonella Enteritidis en órganos internos. Procesamiento de hígado y 
bazo en medios selectivos Salmonella-Shigella (A), Verde brillante (B) y el medio Xilosa-Lisina 
Desoxicolato (C). La morfología y color de las colonias, concuerda con la descripción de 
Salmonella provista por el fabricante. Resultados negativos fueron considerados cuando no hubo 
crecimiento bacteriano o cuando el viraje de color no correspondía a la descripción de 
Salmonella. 
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Figura 5. Identificación de Salmonella Enteritidis aislada desde órganos internos, mediante 
PCR convencionalutilizando los partidores descritos por Nillian et al. (2011). Los números 
corresponden al control positivo (1), negativo (2) y muestras al azar obtenidas desde los 
aislados en las placas de agar selectivo (3 y 4). La banda superior (429 pb) corresponde a 
Salmonellaspp., y la banda inferior (330 pb) corresponde a Salmonella Enteritidis. Los 
amplicones fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa 1%, teñido con bromuro de 
etidio 0,01%. Estándar de peso molecular de 100 pb.  
 
Tabla 7. Dosis mínima infectiva de Salmonella entérica serovar Enteritidis en hígado y bazo, a 
las 48 horas y 7 días post desafío. 
  48 horas  7 días 
Grupo Hígado Bazo  Hígado Bazo 
Control 0/5 (0%) 0/5 (0%)   0/5 (0%) 0/5 (0%) 
A 3/5 (60%) 0/5 (0%)   5/5 (100%) 5/5 (100%) 
B 5/5 (100%) 5/5 (100%)   5/5 (100%) 5/5 (100%) 
C 5/5 (100%) 5/5 (100%)   5/5 (100%) 5/5 (100%) 
D 5/5 (100%) 5/5 (100%)   5/5 (100%) 5/5 (100%) 
E 5/5 (100%) 5/5 (100%)   4/4 (100%) 4/4 (100%) 
F 5/5 (100%) 5/5 (100%)   3/3 (100%) 3/3 (100%) 
Seis concentraciones de la cepa patógena (102 – 107CFU/0,25mL) fueron administradas vía oral 
a pollos de un día de edad. Los resultados están expresados como el porcentaje de animales 
infectados sobre el total de aves en cada grupo, determinado cualitativamente en placas de agar 
selectivo.  
 
429 pb 
330 pb 
1          2        3         4 
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Efectividad del producto probiótico en un modelo de infección de Salmonella 
La capacidad del conjunto de nueve bacterias en minimizar la incidencia de Salmonella 
Enteritidis fue evaluada mediante aislamiento del patógeno desde órganos internos utilizando 
medios selectivos (Figura 4), para lo cual las aves fueron distribuidas de acuerdo a la siguiente 
tabla: 
 
Distribución correspondiente a la Tabla 5 de materiales y métodos 
 
De acuerdo a los resultados (Tabla 8), el grupo control negativo (PBS), no presentó Salmonella ni 
síntomas de enfermedad durante el período analizado. Por otra parte, todas las aves del grupo 
control positivo resultaron infectadas a las 48 horas post inoculación, registrandocuadros de 
diarrea y dos muertes antes de las 48 horas post-desafío.  
A las 48 horas post infección todos los grupos experimentales mostraron disminución de la 
infección producto de la administración del probiótico, ya sea vivo o inactivado. Entre estos, los 
Distribución de grupos y detalle de los regímenes de administración de Salmonella 
Enteritidis y el probiótico. 
Grupos N° 
Tratamiento 
Día 1 Día 
2 
Día 
3 
Día 
4 
Día 
5 
Día 
6 
Día 
7 Dosis Desafío 
Control - 10 PBS No --- --- --- --- --- P/A 
Control + 10 --- Si --- --- --- --- --- P/A 
I 10 --- Si Prob. --- --- --- --- P/A 
II 10 --- Si Prob. Prob. Prob. Prob. Prob. P/A 
III 10 Prob. Si --- --- --- --- --- P/A 
IV 10 Prob. Si Prob. Prob. Prob. Prob. Prob. P/A 
V 10 PI. Si --- --- --- --- --- P/A 
VI 10 PI. Si PI. PI. PI. PI. PI. P/A 
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grupos I y II, quienes recibieron la dosis infectiva al inicio del ensayo y los grupo V y VI, 
inoculados con el probiótico inactivado, fueron los más susceptibles a la infección, superando el 
80% de infectados en los grupos I, II y V, y 60% en el grupo VI. Con excepción de este último 
grupo, la infección de Salmonella afectó mayormente al hígado, observación que se mantuvo en 
el séptimo día post infección. Adicionalmente, solo el grupo I presentó mortalidad y morbilidad. 
A pesar de la reducción observada en los grupos anteriores, solo los grupos III y IV, que 
recibieron el probiótico antes de la dosis patógena, presentaron una diferencia significativa 
(p<0,05) con respecto al grupo control positivo. El grupo III, que recibió solo una dosis 
probiótica al inicio del ensayo, mostró una reducción del 80% tanto en el hígado como en el bazo, 
mientras que el grupo IV, que recibió dos dosis de la formulación, mostró un 60% de reducción.  
 
 
Tabla 8. Efecto del probiótico (Probiohen) sobre Salmonella Enteritidis aislada del hígado y el 
bazo, a las 48h y 7 días post desafío. 
 48h 7 días 
Grupo Hígado Bazo Hígado Bazo 
Control - 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/10 (0%) 0/10 (0%) 
Control + 8/8 (100%) 8/8 (100%) 7/8 (87,5%) 6/8 (75%) 
I 8/9 (88,9%) 7/9 (77,7%) 6/9 (66,6%) 5/9 (55,6%) 
II 8/10 (80%) 6/10 (60%) 6/10 (60%) 5/10 (50%) 
III 2/10 (20%)** 2/10 (20%)** 3/10 (30%)* 3/10 (30%) 
IV 4/10 (40%)* 4/10 (40%)* 0/10 (0%)*** 0/10 (0%)*** 
V 8/10 (80%) 6/10 (60%) 8/10 (80%) 7/10 (70%) 
VI 6/10 (60%) 6/10 (60%) 4/10 (40%) 4/10 (40%) 
Evaluación del probiótico (108 CFU) sobre Salmonella Enteritidis (103CFU) en órganos internos. 
Los resultados son expresados como el porcentaje de animales infectados sobre el total de aves 
evaluadas. 
* Indica las diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos experimentales y el control 
positivo según el testexacto de Fisher. 
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Al séptimo día post infección, el grupo control positivo experimentó una reducción de aves 
infectadas en 12,5% (hígado) y 25% (bazo) con respecto a la primera toma de muestras. En los 
grupos experimentales I y II, la presencia de Salmonella en el hígado fue reducida en 25%, 
mientras que en el bazo la infección fue reducida en 28,4% y 16,6%, respectivamente, aunque 
esta reducción no fue significativa. En el grupo VI las aves infectadas se redujeron en 33,3% en 
ambos órganos. El grupo V experimentó reducción de la infección en 16,6% observada solo en el 
bazo, en ambos grupos la reducción no fue significativa cuando fueron comparados con el grupo 
control positivo. 
 
Entre los grupos que recibieron el probiótico vivo, solo el grupo III experimentó un aumento de 
aves infectadas al séptimo día post infección en ambos órganos. Por el contrario, la 
administración periódica del probiótico vivo analizada en el grupo IV, permitió controlar la 
infección y reducir los infectados a 0%, observado tanto en el hígado como el bazo. 
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IX. DISCUSION 
 
El presente estudio fue realizado para establecer la efectividad de una formulación compuesta por 
nueve bacterias, en la inhibición de la colonización de Salmonella entérica serovar Enteritidis. El 
criterio de selección de las bacterias consideró tantolos mecanismos necesarios para contrarrestar 
la infección de patógenos entéricos, comoel dinamismo de la colonización de la microbiota 
durante las primeras semanas de vida y el impacto sobre parámetros productivos. Losensayos 
realizados para determinar el estatus probiótico de la formulación, ratificaron tanto el estado de 
vulnerabilidad de las aves menores a una semana de edad a la infección,como elpapelde los 
probióticosen la protección contraSalmonella Enteritidis (Higgins et al., 2007, Higgins et al., 
2008, Vicente et al., 2008, Wolfenden et al., 2007, Wolfenden et al., 2007) y otros patógenos 
entéricos (Ghareeb et al., 2012, Lee et al., 2007, Revolledo et al., 2009, Santini et al., 2010, Teo 
y Tan, 2005).  
 
Si bien la entrega de la formulación logró reducir la cantidad de aves infectadas en todos los 
grupos analizados, sólo los grupos C y D, administrados antes de la dosis infectiva lograron 
reducir significativamente (p<0,05) la colonización del patógeno. Además, la actividad 
preventiva de la formulación fue potenciada por el régimen de aplicación periódico (grupo 
D),inhibiendo completamente la presencia del patógeno tanto en el hígado como el bazo en el 
séptimo día post infección. El efecto preventivo de formulaciones probióticas sobre la 
colonización de Salmonella Enteritidis ya ha sido observado,los resultados deHiggins et al. 
(2010),concuerdan con los descritos en esta tesis en cuanto al régimen de administración del 
probióticoFloramax,entregado 24 h antes del desafío con S.Enteritidis, y el efecto sobre la 
colonización en las tonsilas.Wolfenden et al. (2007), también observaron reducción de los 
infectados al quinto día post infección, aplicando Floramax en el agua de bebida y por rocío en 
aves de un día de edad. Van Coillie et al. (2007),observaron que dos aislados con potencial 
probiótico,L. reuteri R-17485 y L. johnsonii R-17504 redujeron la infección de Salmonella en las 
tonsilas, bazo e hígado en aves desafiadas 24 h después de la dosis probiótica.Lo mismo fue 
observado en las tonsilas porHaghighi et al. (2008) al quinto día post infección, utilizando las 
bacteriasL. acidophilus, B. bifidum y S. faecalis.A pesar dela efectividad observada en estas 
preparaciones probióticas,ninguna de ellas logróeliminar la presencia de Salmonella en 
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órganos internos, a diferencia de lo observado en esta tesis.Además,entre las formulaciones 
que se comercializan en Chile, sólo Broilact aplicado preventivamente,elimina la presencia de 
Salmonella Enteritidis y Typhimurium en el hígado y los ciegos desde el segundo post 
desafío(Methner et al., 1997), formulación que estrictamente no se considera un producto 
probiótico ya que su composición y concentración son desconocidas. Las diferencias observadas 
con otros probióticos, pudiese corresponder a la capacidad de Probiohende colonizar los nichos 
del sistema gastrointestinal desde edad temprana, y al despliegue de los múltiples mecanismos de 
acción descritos.  
 
Por otra parte, el tratamiento con el probiótico (grupos A y B) no logró reducir significativamente 
la infección en ninguno de los períodos analizados. Resultado contradictorioa lo observado 
porHiggins et al. (2007), Higgins et al. (2008), Vicente et al. (2008), Wolfenden et al. (2007), 
quienes indicaron que la colonización deSalmonellase reduce significativamente en órganos 
internos, bajo administración de una o varias dosisdel probiótico FM-B11.Estas diferencias 
destacan la importancia delos múltiples factores que impactansobre el efecto probiótico, factores 
como el género y especie de las bacterias utilizadas, el origen de los aislados, la dosis entregada, 
el título de cada cepa, el régimen de administración, la sobrevivencia y tolerancia tras el paso por 
la molleja y el proventrículo, el tiempo necesario para la colonización, la interacción entre las 
cepas, el método de entrega, la edad, estatus fisiológico del animal e incluso la dieta(Gaggia et 
al., 2010, Jin et al., 1998, Lee et al., 2010, Mountzouris et al., 2010). Por tanto, la manipulación 
de estos parámetrospodría ser objeto de estudio para mejorar el efecto probióticoen el tratamiento 
de infecciones entéricas. 
Adicionalmente, la aplicación permanente del probiótico demostró tener un mayor impacto sobre 
la colonización de Salmonella que la aplicación simple al inicio del ensayo. Aunque solo en el 
grupo D esta administración tuvo un efecto significativo, la tendencia se observó en todos los 
grupos. 
 
Uno de los principales factores que afectan la aplicación de probióticos, documentada tanto en 
humanos como animales, es la transitoriedad de colonización en el sistema 
gastrointestinal,observado inclusoen formulaciones de bacterias aisladas del intestino. Aunque se 
desconoce las razones específicas de este comportamiento, la colonización de transiente 
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permitiría explicar lo observado entre ambos sistemas de aplicación.Debido a que los ensayos 
fueron realizados en aves jóvenes y, que la colonización de las bacterias que forman parte de esta 
formulación ha sido documentada, la transitoriedad podría ser explicada por el rápido desarrollo 
tanto morfológico como fisiológico y ambiental del intestino, dado por la adaptación a las fuentes 
alimenticias y al medio externo(Uni, 2006),factor que además ha sido implicado en el 
establecimiento de lamicrobiota normal (Amit-Romach et al., 2004, Lu et al., 2003, Lumpkins et 
al., 2010, McGuckin et al., 2011).El desarrollo de la mucosa por ejemplo, utilizada como sistema 
de anclaje por bacterias comensales, experimenta rápidas modificaciones tanto enel tipo y 
expresión de mucinascomo en el número de células caliciformes y la arquitectura epitelial 
durante las primeras semanas(Smith y Beal, 2008, Uni, 2006). Dichoscomponentes además, están 
implicados en la acidificación y reducción de la presión de oxígeno del ambiente intestinal, 
condiciones vitales para inducir el desarrollo de la microbiota y su estabilización en aves 
adultas.Pero también, el desarrollo morfológico del epitelio es promovido porbacterias de la flora 
normal,de las cualesL. acidophilus, L. casei, B. bifidum y E. faeciumforman parte (Chichlowski et 
al., 2007, Smirnov et al., 2005). De hecho, la dinámica de colonización de bacterias probióticas, 
estudiadas en Bacillus subtilis(Cartman et al., 2008), Lactobacillus spp y Bifidobacterium 
spp(Amit-Romach et al., 2004) han demostrado que la disminución de las esporas de Bacillus 
subtilis en la primera semana de vida, y el desplazamiento de bacterias anaerobias facultativas 
(Lactobacillus) a bacterias anaerobias estrictas (Bifidobacterium) entre la segunda y tercera 
semana de edad (Zhu y Joerger, 2003), responde a las modificaciones producidas por el 
desarrollo normal del sistema gastrointestinal. Aunque no todas las bacterias están influenciadas 
por tales cambios, ya que según Stephenson et al. (2010), las bacterias L. crispatus, L. reuteri y 
L. agilis, persisten normalmente en el intestino de aves sin ser afectadas por el ecosistema ni la 
interacción con otras bacterias.De esta manera, las diferencias observadas entre los grupos C y D 
también podrían ser explicadas, en parte, por la dinámica de colonización, donde la aplicación 
periódica del probiótico (grupo D) favoreció una colonización constante de bacterias y posibilitó 
la entrega de beneficios, comola estimulación el sistema inmune y producción decompuestos 
antimicrobianos (Van Tassell y Miller, 2011), independiente de los rápidos cambios 
experimentados en el ecosistema intestinal. El análisis de la presencia y conteo en el tiempo de 
cada una las bacterias pertenecientes a esta formulación, tanto en órganos internos como en el 
intestino y las fecas, permitirá confirmar la dinámica de colonización de Probiohen. 
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Mecanismos de acción probiótica 
El efecto probiótico observado en esta tesis, se fundamenta en los mecanismos de acción 
descritos en bacterias comensales y la microflora contra patógenos. En general, la evaluación de 
la actividad probiótica en distintos escenarios de insultos infecciosos, permite clasificar los 
mecanismos de acción contra patógenos en dos grupos: exclusión competitiva y estimulación 
inmune (Higgins et al., 2007). A nivel específico sin embargo, los mecanismos de inhibición de 
Salmonella o de cualquier otro patógeno, son desconocidos y complejos de estudiar, ya que 
requieren la descripción tanto individual como colectiva de todos los mecanismos de acción en 
una formulación particular y en un hospedero con un estado fisiológico específico. Sin embargo, 
a pesar de estas complicaciones, se han descrito múltiples posibilidades que permiten argumentar 
como las bacterias seleccionadas ejercerían tal efecto.  
 
En primer lugar, los mecanismos implicados en la exclusión competitiva están relacionados a 
factores intrínsecos de bacterias,como la competencia por sitios de adhesión y nutrientes, síntesis 
de compuestos antibacterianos y enriquecimiento de comensales producido por simbiosis 
(Stanley et al., 2014). De acuerdo a lo descrito en la introducción, todas las bacteriasque forman 
parte de la formulación pueden contribuir a la exclusión del patógeno mediante colonización, 
prevalencia y persistencia en las distintas secciones del intestino de aves (Cao et al., 2013, Edens 
et al., 1997, Estrada et al., 2001, Higgins et al., 2010, Hilmi et al., 2007, Klose et al., 2006, La 
Ragione et al., 2001, Shivaramaiah et al., 2011, Stephenson et al., 2010, Van Coillie et al., 2007). 
Mientras que el enriquecimiento de la comunidad microbianaestá favorecida por bacterias como 
E. faecium,L. reuteri, B. subtilis, L. agilis y L. acidophilus, que promueven la colonización y 
crecimiento de bacterias de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Cao et al., 2013, 
Knarreborg et al., 2008, Lan et al., 2004, Meimandipour et al., 2009, Meimandipour et al., 2010, 
Nakphaichit et al., 2011, Salarmoini y Fooladi, 2010, Smirnov et al., 2005),aunque este 
mecanismo puede ser cuestionado, ya que no se ha evaluado en aves menores a una semana de 
edad.La atribución de dichos efectos, debe ser evaluada en cada una de las cepas y en su conjunto 
para afirmar la implicancia de estos mecanismos probióticos.   
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Otro mecanismo que involucra la exclusión competitiva, corresponde a la síntesis de compuestos 
antibacterianos como ácidos grasos de cadena corta y bacteriocinas.En general, se considera que 
tanto Lactobacillus como Bifidobacterium y Enterococcus, producen ácidos grasos de cadena 
corta (SCFA) como lactato,acetato, propionato y butiratopor fermentación de polisacáridos no 
digeribles por el hospedero(Yeoman et al., 2012). Los efectos bacteriostáticos y bactericidas de 
estos compuestos tienen relación con la acidificación del citoplasma y los desbalances tanto 
energéticos como estructurales producidos por su disociación tras difundir por la membrana de 
bacterias sensibles (Donoghue et al., 2006, Rinttilä y Apajalahti, 2013). Perootros estudios 
también sugieren que la actividad antimicrobiana actuaría indirectamente;Sunkara et al. (2012) 
por ejemplo, indica que la expresión de las β-defensinas AvBD9 y cathB1, péptidos defensivos 
del hospedero (HDP), que poseen actividad contra Salmonella(Sunkara et al., 2012), es 
estimulada por SCFA en cultivos de macrófagos (HD11)y monocitos primarios de 
pollos(PBMC);el péptido AvBD9 es sintetizado en el hígado, tracto digestivo y reproductivo, 
mientras que cathB1 es sintetizado en la bolsa de Fabricio (Sunkara et al., 2011), por lo que 
podrían actuar inhibiendo tanto la colonización en el intestino como en la transmisión vertical del 
patógeno. Por otra parte, Cavaglieri et al. (2003) observó en cultivos linfocitarios de ratas, que 
distintas mezclas de acetato, butirato y propionato contribuyen a mantener la homeostasis del 
sistema inmune por estimulación de respuestas linfocitarias TH1 y Treg, entre ellas la síntesis de 
INF-γ e IL-10, respectivamente. Zhou et al. (2014), observó la implicancia de butirato en la 
homeostasis de células macrófagas HTC expuestas al LPS de Salmonella Typhimurium, actuando 
como inhibidor de la producción de óxido nítrico, supresor de la expresión de IL-6, IL-1β e INF-γ 
y restaurador de los niveles de TRAP: fosfatasa ácida productora de ROS en 
macrófagos(Raisanen et al., 2005), esto sugiere que la actividad de los SCFA no sólo contribuye 
a reducir las respuestas inflamatorias exacerbadas y el daño epitelial ocasionado por la infección, 
sino que además modular la respuesta natural del sistema inmune contra este patógeno. Gantois et 
al. (2006) indica que las propiedades inhibitorias del ácido butírico, son producidas por reducción 
en la expresión de reguladores y factores asociados a la SPI-1, entre ellos hilD, que media la 
desrepresión del activador transcripcional de la SPI-1 (hilA), esta regulación afectaría tantola 
invasión del epitelio como la diseminación y persistencia sistémica de Salmonella 
Enteritidis(Rychlik et al., 2009).  
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Cualquiera sea el mecanismo de inhibición utilizado, el crecimiento in vitro de Salmonella 
Enteritidis es afectado por la presencia de lactato y acetato (Klose et al., 2006, Van Coillie et al., 
2007), al igual que sus capacidades invasivas en presencia de butirato y propionato(Van 
Immerseelet al., 2003, Van Immerseel et al., 2004). Más aún, van der Wielen et al. (2000), 
observó una correlación entre el aumento de bacterias anaerobias bifurcadas (posiblemente 
Bifidobacterium), la producción de las formas no disociadas de acetato, propionato y butirato, y 
la disminución de Enterobacteriaceae en los ciegos y en cultivos in vitro.Meimandipour et al. 
(2010), observó una disminución de Salmonella Enteritidis en cultivos in vitro de la microflora 
de los ciegos, en presencia de los ácidos orgánicos butirato, propionato y lactato, producidos por 
bacterias ácido lácticas, entre ellas L. agilis.La producción de estos ácidospodría ser uno de los 
efectores implicados en lo observado en esta tesis, ya que Probiohen está formulado mayormente 
en bacterias ácido lácticas homoy heterofermentativas, con excepción de B. subtilis. 
 
Otro mecanismo antimicrobiano que podría participar en la resolución de Salmonella, 
corresponde a la producción de bacteriocinas y metabolitos antimicrobianos como la reuterina. 
Entre las bacterias que forman parte de esta formulación,Bacillus subtilis yEnterococcus 
faecium,sintetizan bacteriocinas de clase II que inhiben el crecimiento de SalmonellaGallinarum 
y Dusseldorf, respectivamente(Lauková et al., 2004, Lim y Kim, 2009), a través de la 
permeabilización de la membrana ypromoviendo el flujo de moléculas desde el citoplasma hacia 
el exterior (Cotter et al., 2005). Bifidobacterium bifidum, aislado de humanos, sintetiza la 
bifidocina B, bacteriocinaque posee actividadantiS. Typhimuriumin vitro(Poltavska y Kovalenko, 
2012). 
En cuanto a la reuterina, sintetizado por Lactobacillus reuteri(Edens et al., 1997),inhibe el 
crecimiento de Salmonella Typhimurium (De Weirdt et al., 2012)mediante estrés 
oxidativo(Schaefer et al., 2010). 
 
El segundo factor implicado en la inhibición producida por el probiótico, corresponde a la 
estimulación de las defensas inmunes de la mucosa intestinal. El sistema inmune cumple un papel 
determinante tanto en la progresión de la enfermedad como en los signos clínicos que se 
desprenden de la infección. Esto es evidenciado en las distintas expresiones de la enfermedad y 
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las diferencias en la resolución que se observan entre aves jóvenes y maduras(Smith y Beal, 
2008). 
 
En aves, los mecanismos inmunes que conllevan a la resolución de Salmonella involucran tanto 
al sistema inmune innato como el adaptativo (Wigley, 2014). La primera línea de defensa 
involucra la migración de células efectoras como heterófilos, macrófagos y células dendríticas al 
sitio de infección(Kaiser, 2010, Kogut et al., 2005). En este contexto, Farnell et al. (2006) indicó 
que los probióticos B. subtilis y L. acidophilus estimulan el estallido oxidativo y degranulación 
de heterófilos 24 horas post administración. Stringfellow et al. (2011), señaló que el probiótico 
PoultryStar, basado en las cepas bacterianas E. faecium, B. animalis y L. reuteri, estimula el 
estallido oxidativo de heterófilos y monocitos en aves inmunizadas contra patógenos del género 
Eimeria. AdemásE. faecium, aumenta el conteo de heterófilos y leucocitos totales en la sangre, y 
macrófagos en los ciegos al tercer día post infección con Salmonella Enteritidis (Levkut et al., 
2012).La estimulación proporcionada por estas bacterias tiene gran relevancia para las defensas 
del hospedero, ya que de estas células depende, en gran medida, impedir la propagación hacia 
órganos profundos (Wigley, 2014) y la activación de la inmunidad adaptativa encargada de 
eliminar al patógeno(Kaiser, 2010). 
La resolución de la infección de Salmonellatambién es determinada por la acción de la inmunidad 
adaptativa humoral y celular(Sheela et al., 2003, Wigley, 2014). Bajo el contexto de la aplicación 
probiótica, estudios como el de Sadeghi et al. (2015), confirman que la inclusión de B. subtilisen 
el alimento tiene un efecto adyuvante al incrementar el título de anticuerpos específicos antiNDV 
e IBV, en aves cuya respuesta humoral es deprimida por la infección de Salmonella 
Enteritidis.Ogawa et al. (2006), también registró un aumento significativo de IgGen el suero de 
aves desafiadas con NDV e IBV,luego de la administracióndel simbiótico compuesto por L.casei 
y dextrano.Haghighi et al. (2006),observó que la colonización temprana de L. acidophilus y B. 
bifidum incrementaron los anticuerpos naturales IgA e IgM en el intestino y el suero 
respectivamente, en aves desafiadas con la toxina del tétanos y la alfa toxina producida por 
Clostridium perfringens. Yurong et al. (2005), observó que Bacillus subtilis y L. acidophilus 
están implicados en el incremento temprano de IgA en fluidos intestinales y el número de células 
plasmáticasIgA, IgG e IgM+ en las tonsilas de los ciegos, región de colonización e invasión 
principal de Salmonella(Santos y Baumler, 2004). La estimulación humoral también ha sido 
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observada en respuesta a otros probióticos, donde las cepas B. subtilis, L. casei, B. bifidum, E. 
faecium, L. agilis y L. reuteri forman parte de tales formulaciones(Kabir et al., 2004, Khaksefidi 
y Ghoorchi, 2006, Levkut et al., 2012, Nayebpor et al., 2007, Rajput et al., 2013, Revolledo et 
al., 2006). La activación de las respuestas de células B, podrían tener importantes implicancias 
para la infección sistémica y local de Salmonella, ya que la resolución está correlacionada con el 
aumento de la producción de anticuerpos(Barrow et al., 2012) IgM e IgG en el hígado y el bazo 
(Wigley, 2014) y la secreción de IgA en el intestino(Revolledo et al., 2009). Este último actuaría 
inhibiendola adhesión de Salmonella Enteritidis a la superficie epitelial (Sheela et al., 2003), 
neutralizando las respuestas pro-inflamatorias de las células M (Mabbott et al., 2013) 
y,posiblemente,estimulando la maduración del tejido linfoide y el desarrollo temprano de células 
plasmáticas ubicadas en la lamina propria(Strugnell y Wijburg, 2010).  
 
A nivel de la inmunidad adaptativa celular,Stringfellow et al. (2011) observó que los probióticos 
E. faecium, B. animalis y L. reuteri, estimulan la proliferación de linfocitos en el suero en aves 
vacunadas contra patógenos del género Eimeria.Dalloul et al. (2003), observaron que los 
probióticos L. acidophilus, L. casei, B. bifidum y E. faecium, incrementan la migración de células 
T CD3+, CD4+, CD8+ y αβTCR+ al epitelio del yeyuno y duodeno en respuesta a la infección de 
Eimeria acervulina. Brisbin et al. (2010), evidenció que tanto L. acidophilus como L. reuteri 
inducen la expresión de las citoquinas tipo TH1 IL-1β, IL-12, IL-18 e INF-γ en las tonsilas y el 
bazo, mientras queB. subtilis estimula la expresión de IL-6 y TNF-α, la citoquina anti 
inflamatoria TGF-β y el anticuerpo sIgA en el yeyuno e íleon.Además, distintas cepas deB. 
subtilis aumentan los linfocitos intraepiteliales CD3+, CD4+ y CD8+ en el intestino delgado y 
estimulan la proliferación de linfocitos en el bazo en respuesta al LPS de Salmonella 
Typhimurium (Lee et al., 2010).E. faeciumincrementa los nivelesde linfocitosCD4+ y CD8+ en 
la sangre y los ciegos al tercer día post infección con Salmonella Enteritidis (Levkut et al., 
2012).Esteincremento de poblacionesinmunes innatas y adquiridas,han sido descritas y 
correlacionadascon laresolución sistémica e intestinal de Salmonella Typhimurium y Enteritidis 
en aves resistentes a la infección(Brisbin et al., 2010, Cheeseman et al., 2007, Matulova et al., 
2013, Wigley, 2014, Withanage et al., 2003) y por tanto es uno de los principales mecanismos 
probióticos que describen lo observado en esta tesis.  
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Inactivación del probiótico 
Interesantemente, la entrega diaria del probiótico inactivado redujo entre el 35% al 47,5% la 
incidencia de Salmonella en las aves del grupo F en el séptimo día del ensayo. Según Adams 
(2010), esta reducción responde a la estimulación que los antígenos bacterianos promueven sobre 
el tejido linfoide del intestino, es decir, la actividad antimicrobiana estaría determinada por su 
capacidad inmunomoduladora. En aves, tal respuesta fue confirmada por Huang et al. (2004), 
quien observó que las bacterias L. acidophilus y L. casei, inactivadas a altas presiones, 
incrementan la concentración de IgA específica contra el antígeno KLH, inmunoglobulina cuya 
secreción al lumen del intestino limita la adherencia y translocación de bacterias benéficas y 
patógenas en la mucosidad, incluyendo Salmonella Enteritidis (Sheela et al., 2003). La 
inmunomodulación de L. acidophilusen células mononucleares de las tonsilas también fue 
observada por Brisbin et al. (2008). En dicho trabajo se determinó que tantoel DNA como la 
envoltura celularregulan la expresión de los genes STAT2, STAT4, IL-18, INF-α e INF-, 
involucrados en la polarización de células T vírgenes a TH1 y la activación de respuestas inmunes 
implicadas en la respuesta contra Salmonella(Wigley, 2014). Por otra parte, el ácido lipoteitoico, 
componente principal de la pared de bacterias Gram positivas, también ha sido involucrado en la 
estimulación diferencial de óxido nítrico, factores de transcripción y citoquinas pro-inflamatorias 
en líneas celulares de macrófagos (Ryu et al., 2009), modulación que podría corresponder con la 
habilidad de la microbiota en mantener el balance de las respuestas inmunes.  
Ouwehand et al. (2000), por otra parte, observó que distintos métodos de inactivación, entre 
ellosla temperatura, tendría efectos diferenciales en la adhesión al mucus de distintas especies de 
Lactobacillus,diferencias que se podrían traducir en la capacidad para limitar la adhesión de 
Salmonella Enteritidis a la mucosidad. En este trabajo, la incubación durante 10 minutos a 
temperaturas de 80 y 100°Credujo significativamentela adhesión (in vitro) de L. casei, e 
incrementó su adhesión luego de irradiación γ, mientras que la capacidad de adhesión de L. 
acidophilus permaneció luego de tratamientos con calor y luz U.V., y solo fue afectada por 
radiación γ.Estos resultados sin embargo, deben corroborarse en estudios in vivo,ya que las 
metodologías de adhesión invitro fallan en representar a cabalidad el ecosistema de un organismo 
en particular y la interacción permanente entre la gran variedad de elementos del lumen y el 
intestino(Van Tassell y Miller, 2011).  
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A pesar de los posibles beneficios de la inactivación de bacterias, nuestros resultados indican que 
la administración de células viables es clave para disminuir significativamente la infección de 
Salmonella Enteritidis,esta observación tendría base en los efectos pleiotrópicos sobre la salud 
del hospedero(Adams, 2010, Kohl, 2012). Sin embargo, se requieren estudios adicionales 
respecto a los distintos métodos de inactivación y sus implicancias en organismos vivos para 
corroborar o potenciar el efecto probiótico observado.  
 
Estabilidad y viabilidad del probiótico 
 
Por otra parte, en esta tesis se estudió el efecto de la liofilización y mezcla con tres soluciones 
estabilizadoras distintas (α, β y γ)con el fin demejorarla estabilidad del producto en períodos de 
almacenamiento.La liofilización de célulases una técnica de estabilización que utiliza la 
sublimación y desorción del agua para reducir su disponibilidaden procesos metabólicos, 
induciendo un estado de dormancia manipulablebajocondiciones ambientales apropiadas, las 
queotorgan gran flexibilidad y adaptabilidada distintos regímenes dietarios(Adams, 2007). La 
estabilización celular por deshidratación provee además importantes ventajas para la industria de 
producción intensiva, ya que facilita el transporte, mezcla con componentes dietarios y aplicación 
en distintos formatos(Adams, 2007). 
 
De acuerdo a lo observado en los resultados, la liofilización permite conservar la viabilidad 
celular durante tres meses, pero también reduce la concentración inicial de bacterias, afectando 
mayormente el título bacteriano deL. casei, L. agilis y B. bifidum. La exposición de las bacterias 
a condiciones extremas de congelación y vacío son los principales factores que explican la 
reducción de la viabilidad(Meng et al., 2008), mientras que la variabilidad observada entre las 
células posee factores tanto intrínsecos como extrínsecos, asociados al tamaño y morfología 
celular, composición de la membrana, fase de crecimiento, tratamientos sub-letales durante y 
después del crecimiento y, componentes del medio de crecimiento y secado(Carvalho et al., 
2004, Meng et al., 2008). El medio de deshidratación basado en los estabilizadores α, β y γ, 
mezclados individualmente con leche descremada, fue incorporado para reducir el efecto 
perjudicial de la liofilización. Ha sido descrito que la leche descremada previene el daño celular 
producido por cristales de hielo y facilita la rehidratación del producto(Carvalho et al., 2004), 
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mientras quela adición de distintas soluciones crioprotectoras previene la excesiva deshidratación 
intracelular, reduciendo el daño osmótico y la formación interna y superficial de cristales de hielo 
que dañan la membrana(Hubalek, 2003).La mezcla de ambos agentes permitió evaluar el posible 
efecto sinérgico en la protección celular, tanto en el proceso de liofilización como en períodos de 
almacenamiento. Los resultados observados concuerdan con los deJalali et al. (2012),observando 
que la leche descremada aumenta la supervivencia de L. paracasei y L. delbrueckii en 17% y 
16% respectivamente, mientras que la adición de trehalosa y ascorbato de sodio al medio 
basal(leche descremada), incrementaron la sobrevivencia entre 40 a 60%, dependiendo de la cepa 
y concentración de los agentes crioprotectores.En este mismo trabajose evaluó la viabilidad de 
los probióticos luego de cinco meses de almacenamiento a temperaturas de 4 y 23°C, 
demostrando que la estabilidad depende de la cepa yconcentración de los estabilizantes. Esto fue 
confirmado por(Savini et al., 2010)estudiando el efecto deoligosacáridos y polialcoholes como 
agentes protectores enL. rhamnosus y L. paracasei,observando que la incorporación de glicerina 
mejora la viabilidad en periodos de almacenamiento a temperatura ambiente. 
 
La viabilidad y estabilidad de los productos probióticos, son parámetros de vital importancia para 
determinar el rendimiento de dosificación y los niveles de producción necesarios para cubrir las 
demandas. Considerando que actualmente los planteles de producción masiva de pollos Broiler, 
albergan entre 6.000 a 10.000 aves, es posible evaluar el rendimiento de la presente formulación 
utilizando la cepa bacteriana de menor rendimiento, correspondiente aLactobacillusagilis. De 
acuerdo a nuestros resultados, luego del periodo de almacenamiento se obtuvo un título de 1012,41 
CFUtotales de L. agilis o 1010,21 CFU/g, si se considera que la masa seca al final del proceso fue 
de 158g, y a su vez, que la dosis utilizada fue de 108CFU, entonces se requieren 0,00615g de L. 
agilis por dosis, es decir, cada lote producido rinde 25.704dosis, correspondientes a 2 o 4 días de 
suplementación bajo el régimen anteriormente descrito. Por lo tanto, elestudio de la cinética y 
optimización del crecimiento, sumado a la evaluación de los distintos factores intrínsecos y 
extrínsecos que afectan la viabilidad durante la liofilización, serán vitales para mejorar el 
rendimiento del probiótico y su viabilidad de aplicación. 
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X. CONCLUSIÓN 
La evaluación de la formulación bacterianadescrita, a través de un modelo de infección entérica 
en aves Leghorn SPF de un día de edad,nos permite concluir que: 
 
La formulación de las nueve bacterias probióticas, fundamentada en la multiplicidad de 
propiedades descritas anteriormente, liofilizada y entregada en el agua de bebida en una 
concentración de 108bacterias por dosis, posee la propiedad de inhibir la colonización de 
Salmonella Enteritidis en el hígado y el bazo, cuando es entregado en forma profiláctica y 
diariamente.Adicionalmente, la entrega del probiótico vivo es esencial para lograr un efecto 
significativo sobre SalmonellaEnteritidis.  
 
Como proyección, creemos que los resultados expuestosen esta tesis, abrirán el camino para 
estudios en campo, a largo plazo y a gran escala, tanto en aves ponedoras como de engorda para 
el perfeccionamiento de los distintos componentes que afectan la actividad probiótica y que 
impactan directamente sobre la diseminación vertical y horizontal de patógenos entéricos, como 
son el régimen de aplicación y dosis. Además, la posibilidad de estudiar a profundidad los efectos 
sobre la inmunidad innata y adaptativa, producción de compuestos antimicrobianos y sus efectos 
sobre el desarrollo del intestino,permitirá determinar las características y propiedades únicas de 
nuestra formulación.Pero sobre todo, losestudiosen campo permitirán determinar el impacto de 
Probiohen sobre los parámetros de mayor importancia para la industria, descritos enla ganancia 
de peso, eficiencia de alimentación, producción y calidad de huevosy parámetros sensoriales. 
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